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INTRODUCCIÓN GENERAL
1. REVISIÓN DEL GÉNERO PERKINSUS
1. a) Antecedentes Históricos
El descubrimiento de la primera especie del género Perkinsus tuvo su origen, según
Ray (1996), en las grandes mortalidades de ostra acaecidas en Louisiana (Golfo de México,
USA) en 1946. Debido a la gran importancia económica de este molusco, se organizaron
grupos de investigación específicos para determinar la causa de la elevada mortalidad. En
principio se  creía que el responsable era el crudo vertido a las aguas durante las opera-
ciones petroleras realizadas cerca de la costa, por lo que la investigación estuvo preferen-
temente orientada en este sentido. Sin embargo, A. W. Collier y, simultáneamente, J. G.
Mackin y H. M. Owen, descubrieron dos años más tarde un organismo esférico en los te-
jidos y fluido pericárdico de las ostras moribundas que no se encontraba presente en las
ostras sanas. La colaboración de los tres investigadores dio lugar a la descripción de este
agente desconocido como Dermocystidium marinum (Dermo) (Mackin, Owen y Collier
1950), que es el actualmente denominado Perkinsus marinus. A partir de entonces se ha
identificado este patógeno a lo largo de toda la costa atlántica de los Estados Unidos y
México, desde Long Island Sound (Brousseau 1996) hasta Tabasco, en el Golfo de México
(Burreson et al. 1994a, Soniat 1996). Más al norte, en la costa este de Canadá, se describió
en un pectínido (Argopecten irradians) la especie Perkinsus karlssoni (McGladdery et al.
1991), de la que se aislaron y describieron ultraestructuralmente algunos estadios del ciclo
de vida (Whyte et al. 1993). En este último estudio se destacaban diferencias entre este
parásito y otros miembros del género Perkinsus, principalmente la falta de formación de
hipnosporas en el medio fluido del tioglicolato (FTM). Posteriormente, Goggin et al. (1996)
afirmaron que Whyte et al. (1993) habían errado en el aislamiento del patógeno, por lo que
el parásito que estudiaron por no era el que McGladdery et al. (1991) habían identificado
como P. karlssoni. En cualquier caso, P. karlssoni dejó finalmente de pertenecer al género
Perkinsus debido a características del crecimiento, comportamiento de las zoosporas y se-
cuencia nucleotídica del gen de la subunidad pequeña ribosómica del ARN (Goggin et al.
1996).
La segunda especie descrita del género Perkinsus fue P. olseni, parásito de la oreja
de mar (Haliotis ruber) en el sur de Australia (Lester y Davis 1981). Esta especie se diferen-
cia de P. marinus en el mayor tamaño de los trofozoítos, en la prominencia de la pared
celular de origen parasitario (la pared celular de P. marinus parece derivar del hospedador
según Perkins (1969)), en la escasa eosinofilia del vacuoplasto y en el poco desarrollo del
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tubo de descarga de los zoosporangios (Lester y Davis 1981). Sin embargo, el parásito
cumple los requisitos exigidos por Perkins (1988) para ser incluido en el género Perkinsus:
1) estructura de los prezoosporangios similar a la de P. marinus
2) tinción con yodo de Lugol de las células incubadas en FTM (técnica de diagnós-
tico de Ray (1952, 1954), que detallaremos más adelante)
3) producción de zoosporas típicas de P. marinus cuando las células incubadas en
FTM se depositan en agua de mar.
En 1989, Azevedo describió la especie Perkinsus atlanticus en almeja fina (Ruditapes
decussatus) de Portugal. Un exhaustivo estudio ultraestructural mostraba su parecido con
P. marinus, incluso en la presencia del típico complejo apical en las zoosporas. Sin embar-
go, P. atlanticus mostraba una mayor uniformidad en las dimensiones y estructura de las
zoosporas, además de un plano regular de inserción de los flagelos. También el hospeda-
dor y su reacción a la parasitación eran distintos (Azevedo 1989). Parece que el Perkinsus
descrito en el bivalvo Macoma balthica en Estados Unidos (Perkins 1968, 1988) pertenece
asimismo a la especie P. atlanticus (Perkins 1996).
La última especie descrita del género Perkinsus es P. qugwadi, parásito de las vieiras
japonesas (Patinopecten yessoensis) en Canadá (Blackbourn et al. 1998). Esta especie pre-
senta diferencias en la estructura de algunos organelos de las zoosporas así como en la
biología de determinados estadios de desarrollo con respecto a P. marinus (Blackbourn et
al. 1998). Por otra parte, se han descrito distintos Perkinsus sp. parasitando moluscos bi-
valvos en todas las partes del mundo: almeja japonesa (Ruditapes philippinarum) en Japón
(Hamaguchi et al. 1998, Maeno et al. 1999) y Korea (Choi y Park 1997), ostra perlífera (Pinc-
tada maxima) y otras 30 especies de moluscos bivalvos en Australia (Goggin y Lester 1987,
Norton et al. 1993), almeja fina en Italia (Da Ros y Canzonier 1985), y más de 30 especies
de bivalvos localizados en distintas zonas de los océanos Atlántico y Pacífico (Perkins
1988). Recientemente, se han descrito dos aislados de Perkinsus en Mya arenaria (Kotob et
al. 1999a). Uno de los aislados se ha identificado como P. marinus, pero el otro podría per-
tenecer a una nueva especie de Perkinsus (Kotob et al. 1999b).
En España se han localizado infecciones de Perkinsus sp. en almeja fina (Ruditapes
decussatus) del delta del Ebro (Montes et al. 1995a, Sagristà et al. 1995), almeja japonesa (R.
philippinarum) del estuario del Eo (Cigarría et al. 1997), y cuatro especies distintas de mo-
luscos bivalvos de interés comercial de Huelva (Navas et al. 1992). En Galicia se ha des-
crito Perkinsus sp. en almeja fina y japonesa (Figueras et al. 1992, 1996, González Herrero et
al. 1987), mostrando la primera especie una mayor prevalencia del parásito. En esta re-
gión, particularmente en una planta depuradora en Meira, se describió en 1987 una gran
mortalidad de almeja fina atribuida a Perkinsus (Figueras et al. 1992). A pesar de que exis-
ten zonas endémicas para la enfermedad a lo largo de la costa atlántica gallega (observa-
ciones personales), no se han vuelto a registrar en esta región mortalidades masivas de
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almeja asociadas a Perkinsus. Sin embargo, la gran importancia económica de este y otros
moluscos bivalvos en Galicia, reflejada en los datos de producción que se muestran en la
Tabla 1, hace necesario el estudio de los factores que podrían condicionar el desarrollo de
esta rica actividad acuicultora.
Tabla 1. Producción acumulada de distintas especies de moluscos bivalvos en Galicia durante los años 1996,
1997 y 1998.
Producción neta*
1996 1997 1998
Especie cantidad1 valor2 cantidad valor cantidad valor
Almeja fina 721 1.410 794 1.512 914 1.794
A. babosa 1.992 2.117 2.114 2.257 2.554 2.613
A. japonesa 213 152 285 225 604 476
A. rubia 563 384 326 292 306 260
Mejillón 24 1.700 92 6.700 110 6.500
* Datos proporcionados por la Consellería de Pesca, Marisqueo e Acuicultura de la Xunta de Galicia.
1
Cantidad producida en Toneladas.
2
Valor en millones de pesetas.
1. b) Epizootiología
Los factores ecológicos que influyen en la prevalencia de Perkinsus marinus han
sido exhaustivamente caracterizados. Las primeras investigaciones sobre la enfermedad,
realizadas en los años 50, revelaron que las mayores mortalidades sucedían en los meses
de verano (Ray 1996). Ya Andrews y Hewatt (1957) afirmaban que la temperatura era el
principal regulador de los incrementos en la prevalencia de Perkinsus, puesto que el en-
tonces identificado como hongo requería aguas cálidas para multiplicarse y matar a las
ostras. Desde entonces se considera que la temperatura es el factor que más condiciona la
amplia distribución geográfica y la estacionalidad de la infección por P. marinus (revisado
por Andrews 1988, y Burreson y Ragone Calvo 1996). De hecho, mediante infecciones ex-
perimentales, se ha demostrado recientemente que la susceptibilidad de las ostras a P.
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marinus está condicionada en primer lugar por la temperatura, seguida por la dosis de
parásito inoculada y, por último, por la salinidad (Chu y Volety 1997). El ciclo anual de P.
marinus comienza con infecciones subclínicas invernales, no detectables con la prueba del
FTM de Ray (1954). El parásito se multiplica activamente a partir de junio, cuando la tem-
peratura supera los 20 ºC, y alcanza la mayor prevalencia en septiembre, inmediatamente
después de haberse alcanzado las máximas temperaturas estivales. Las ostras con eleva-
dos grados de infección no soportan las extremas condiciones del invierno y mueren,
mientras que aquellas ligeramente infectadas se convierten en portadoras del parásito
hasta el verano siguiente (Andrews 1988). Puesto que un elevado porcentaje de células de
P. marinus son capaces de sobrevivir durante 24 h a 4 ºC e incluso a 0 ºC (Goggin et al.
1990), serían necesarios largos períodos de exposición a temperaturas extremadamente
bajas para eliminar las infecciones subclínicas invernales.
La prevalencia de P. marinus en ostra aumenta con la temperatura (Chu y La Peyre
1993a, Chu et al. 1996). Esto parece ser debido fundamentalmente al mejor crecimiento del
parásito a altas temperaturas, como se ha comprobado in vitro (Gauthier y Vasta 1995),
aunque posiblemente también influya la depresión en los mecanismos de defensa y en el
estado fisiológico del hospedador en estas condiciones (Burreson y Ragone Calvo 1996).
Se ha demostrado que P. marinus es capaz de desarrollar su ciclo de vida a temperaturas
mucho mayores de las que normalmente se alcanzan en su medio natural (Chu y Greene
1989), debido probablemente a proteínas específicas que el parásito sintetiza cuando se
somete a un choque térmico (Tirard et al. 1995). Estas proteínas le ayudarían a mantener
su actividad normal a temperaturas extremadamente elevadas. En estas condiciones, el
hospedador desataría una respuesta fisiológica rápida por parte de las células defensivas,
por lo que el parásito se encontraría en ventaja frente al hospedador (Tirard et al. 1995).
Además, las actividades defensivas celulares y humorales de la ostra se ven directamente
afectadas por la temperatura (Chu y La Peyre 1989, 1993a, Fisher 1988a), aunque todavía
no está claro el papel de estos mecanismos de defensa en la lucha contra la parasitación
por P. marinus.
La salinidad es también un factor crítico para la proliferación de Perkinsus marinus
(revisado por Burreson y Ragone Calvo 1996). La prevalencia del patógeno aumenta con
la salinidad (Chu et al. 1996, Wilson et al. 1990), mostrando ambos parámetros una muy
buena correlación (Burreson y Ragone Calvo 1996); en concreto, la salinidad es responsa-
ble de aproximadamente la mitad de la variabilidad en prevalencia del parásito (Burreson
y Ragone Calvo 1996). En principio se creía que no era la salinidad per se la que controlaba
la infección, sino la dilución de las partículas infectivas debido al aporte de agua dulce de
los ríos. De este modo disminuiría, a la vez que la salinidad, la probabilidad de que un
hospedador fuera invadido y, por tanto, también la prevalencia sería menor (Andrews y
Hewatt 1957). Sin embargo, experimentos posteriores realizados con ostras inoculadas con
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una misma cantidad de P. marinus demostraron que los animales mantenidos a la mayor
salinidad mostraban la mayor prevalencia del parásito (Chu et al. 1993). En este mismo
estudio se describen cambios en determinados parámetros inmunes del hospedador rela-
cionados con la salinidad. Incluso el tiempo de reacción y la velocidad de locomoción de
los hemocitos disminuye considerablemente con el aumento de la salinidad (Fisher y
Newell 1986a). El propio P. marinus puede también alterar los niveles de determinados
aminoácidos libres de la ostra necesarios para la tolerancia de la salinidad (Paynter et al.
1995), haciendo al hospedador más susceptible de ser infectado. Por tanto, la mayor pre-
valencia de Perkinsus a altas salinidades puede deberse, al menos en parte, a la alteración
de los mecanismos de defensa y otros parámetros fisiológicos de la ostra en estas condi-
ciones (Fisher 1988a).
Por otra parte, la fisiología del parásito también puede verse afectada directamente
por la salinidad, a pesar de que Perkinsus marinus es capaz de sobrevivir en un amplio
rango de salinidades (Ragone y Burreson 1993). Perkinsus sp. tolera salinidades muy ele-
vadas a altas temperaturas (Goggin et al. 1990), mientras que la baja salinidad inhibe la
esporulación de los prezoosporangios de P. marinus aislado de tejido de ostra incubado en
FTM (Chu y Greene 1989). In vitro, se ha demostrado que P. marinus cultivado es muy
osmotolerante, aunque su mortalidad aumenta considerablemente a bajas salinidades
(Chu y Greene 1989, Gauthier y Vasta 1995, Burreson et al. 1994b).
A pesar de que muchos cultivadores de ostra e incluso los poderes públicos consi-
deran que la contaminación de las aguas es un factor determinante en el progreso de las
enfermedades de los moluscos, existen pocas evidencias que apoyen esta hipótesis. Nu-
merosos estudios de campo y laboratorio señalan que, como expusimos antes, los factores
determinantes de la abundancia de Perkinsus son la temperatura y la salinidad (Burreson
y Ragone Calvo 1996). Sin embargo, los contaminantes pueden de algún modo contribuir
a la infección. La exposición a n- nitrosodietilamina (DENA) aumenta la prevalencia del
parásito a temperaturas menores de las normalmente requeridas para su proliferación
(Winstead y Couch 1988), y el baño con fracciones solubles de contaminantes derivados
del sedimento incrementa tanto la susceptibilidad de las ostras a la infección experimental
como el grado de infección preexistente (Chu y Hale 1994). El tributiltin (TBT) por sí solo
no aumenta la severidad de la perkinsiosis pero puede agudizar la enfermedad en combi-
nación con otros factores de estrés (Anderson et al. 1998). En general, los contaminantes
parecen afectar negativamente a los mecanismos de defensa de las ostras sin ejercer efecto
alguno sobre el parásito (Winstead y Couch 1988). Por ejemplo, existen fungicidas comer-
ciales que disminuyen la viabilidad de los hemocitos de ostra, lo que afectaría a la capaci-
dad de respuesta inmune del molusco frente a cualquier infección (Alvarez et al. 1991). El
cobre también influye en la organización del citoesqueleto de los hemocitos y en la pro-
ducción de radicales tóxicos de oxígeno asociada a la fagocitosis (Anderson 1994a, Fagotti
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et al. 1996). En cualquier caso, no hay evidencia de que el drástico aumento en la abun-
dancia de P. marinus desde 1985 sea el resultado del aumento en la contaminación am-
biental, a pesar de que ésta pueda tener algún efecto en el desarrollo de la enfermedad en
áreas muy degradadas (Burreson y Ragone Calvo 1996).
1. c) Transmisión de la enfermedad
Los primeros estudios de transmisión de Perkinsus marinus mostraron una alta
patogenicidad del parásito. Las ostras desarrollaban la enfermedad por medio de la ino-
culación de tejidos infectados, mantenimiento de los moluscos en presencia del parásito
("alimentación"), proximidad de ostras enfermas o inoculación in vitro de tejidos sanos con
tejidos infectados (Ray 1954). Además, la transmisión de P. marinus resultó directa, sin
necesidad de un hospedador intermediario. Sin embargo, años más tarde se demostró la
posibilidad de transmisión por medio de un portador, el gasterópodo ectoparásito Boonea
impressa (White et al. 1987). En experimentos posteriores realizados con P. marinus cultiva-
do in vitro, se vio que la "alimentación" era el método menos invasivo, debido probable-
mente a que es el que rompe menos barreras potenciales frente a la infección. Los más
efectivos fueron, en cambio, la inoculación intravalvar y la inyección en el músculo aduc-
tor (Bushek et al. 1997). La transmisión del patógeno de ostras infectadas a otras especies
de moluscos bivalvos (Mercenaria mercenaria, Macoma balthica y Mya arenaria) resultó casi
siempre fallida incluso empleando los métodos de inoculación directa o "alimentación"
que habían transmitido fácilmente el parásito entre ostras (Andrews y Hewatt 1957, Ray
1954).
Tanto los trofozoítos maduros como los prezoosporangios y las zoosporas son ca-
paces de invadir los tejidos del hospedador y desarrollar la infección (Chu 1996). El grado
de infección es dependiente de la dosis de parásito inoculada, siendo aproximadamente
100 células la dosis mínima necesaria para que se desarrolle la enfermedad (Chu y Volety
1997). Los trofozoítos son más virulentos que los prezoosporangios (Chu y Volety 1997,
Volety y Chu 1994a), por lo que algunos autores consideran a los primeros como los prin-
cipales agentes responsables de la transmisión de la enfermedad en ostras (Volety y Chu
1994a). De todos modos, los prezoosporangios inoculados en estos experimentos de infec-
tividad habían sido incubados en FTM, lo que podría haber afectado a su virulencia; quizá
en la naturaleza no suceda lo mismo. El menor índice de condición y concentración de
proteínas en las ostras inoculadas con prezoosporangios parecen indicar una mayor de-
manda energética por parte de este estadio de desarrollo del parásito, pero su evolución
en el interior del hospedador es desconocida (Volety y Chu 1994a). A pesar de que está
demostrada en distintas especies de Perkinsus la liberación de zoosporas a partir de zoos-
porangios incubados en FTM y suspendidos en agua de mar (Auzoux- Bordenave et al.
1995, Azevedo et al. 1990, Chu y Greene 1989, Perkins 1968), no se sabe si los prezoospo-
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rangios inyectados en el tejido de ostra producen a su vez zoosporas. Tampoco se ha de-
terminado todavía con exactitud el grado de infectividad y patogenicidad de las zoospo-
ras, debido en parte al desconocimiento de algunos estadios del ciclo de vida del parásito.
Por ejemplo, no se sabe cómo las zoosporas entran en el hospedador y cómo se desarro-
llan en su interior hasta llegar a ser trofozoítos. El estudio de este proceso se ha complica-
do en los últimos años puesto que, curiosamente, los prezoosporangios (hipnosporas) de
P. marinus ya no esporulan cuando se depositan en agua de mar (Chu 1996). Debido al
complejo apical y a su motilidad, las zoosporas son consideradas por Perkins (1996) res-
ponsables de la transmisión de la enfermedad de unas ostras a otras. De hecho, se ha con-
seguido infectar un gran número de especies de moluscos con zoosporas de Perkinsus spp.
procedente de Australia (Goggin et al. 1989). Además, las temperaturas invernales (4 ºC)
no son capaces de destruir los prezoosporangios, siendo éstos capaces de producir zoos-
poras cuando de nuevo se incuban a 28 ºC (Chu y Greene 1989). Esto se corresponde con
la estacionalidad de la prevalencia in vivo descrita en el apartado anterior.
1. d) Ciclo de vida
La terminología que usaremos para designar los distintos estadios celulares es la
especificada por Perkins (1996). Las células no diferenciadas más pequeñas observadas en
los tejidos del hospedador son los trofozoítos inmaduros (Perkins 1996), llamados también
merozoítos o merontes (Chu 1996, Perkins 1991, Volety y Chu 1994a). Estas células se
forman en el interior de la célula madre por palintomía (Perkins 1996), forma de prolifera-
ción celular conocida a su vez como merogonia o esquizogonia (Perkins 1991). Los trofo-
zoítos inmaduros son uninucleados y de forma esferoidal, ovoide o cuneiforme (Azevedo
1989, Blackbourn et al. 1998, Perkins 1996), y al microscopio óptico de contraste de fases
tienen un aspecto oscuro con 1-3 gotas lipídicas refringentes (Perkins 1996). El tamaño de
los trofozoítos inmaduros de P. marinus varía entre 1,9 y 2,9 µm (Perkins 1996), mientras
que los de P. qugwadi pueden llegar a los 14 µm (Blackbourn et al. 1998). Tanto los trofo-
zoítos de esta última especie como los de P. atlanticus poseen vacuolas pequeñas dispersas
por el citoplasma (Azevedo 1989, Blackbourn et al. 1998).
Los trofozoítos se vuelven esféricos a medida que maduran, y desarrollan una
gran vacuola que presiona el citoplasma contra la pared celular confiriéndole un aspecto
de anillo concéntrico (Azevedo 1989, Blackbourn et al. 1998, Lester y Davis 1981, Perkins
1996). En algunos casos, la vacuola ya está presente en los trofozoítos inmaduros antes de
ser liberados del tomonte o célula madre (Blackbourn et al. 1998, Perkins 1996). El núcleo
aumenta de tamaño y adquiere una forma oblonga y ligeramente cóncava. Se considera
que un trofozoíto es maduro cuando posee un vacuoplasto en el interior de la vacuola,
formado por la síntesis de gotas de material electrón- denso derivado de las cisternas del
retículo endoplasmático (Perkins 1996). Sin embargo, la mayoría de los trofozoítos de P.
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olseni carece de esta inclusión en la vacuola, y sólo se distingue por medio de microscopía
electrónica el material del vacuoplasto sin condensar (Lester y Davis 1981). El tamaño de
los trofozoítos maduros puede llegar hasta los 15 µm (Blackbourn et al. 1998, Perkins
1996).
La vacuola parece subdividirse y mezclarse con el citoplasma cuando comienza la
palintomía, de modo que la célula toma la misma apariencia rugosa que durante la zoos-
porulación, proceso que describiremos más adelante (Perkins 1996). La división se produ-
ce entonces por biparticiones sucesivas de la célula, sucediéndose alternativamente las
carioquinesis y las citoquinesis de modo que el tomonte, también conocido como esqui-
zonte (Lester y Davis 1981, Perkins 1991), contiene finalmente un número variable de cé-
lulas hijas. Los tomontes de P. qugwadi y P. olseni suelen tener alrededor de 8 células hijas
(Blackbourn et al. 1998, Lester y Davis 1981), mientras que los tomontes de P. marinus lle-
gan a poseer hasta 32 (Perkins 1996). El tamaño de los tomontes no suele ser mayor que el
de los trofozoítos maduros, por lo que las células hijas (trofozoítos inmaduros de nuevo)
resultan cada vez más pequeñas a medida que progresa la palintomía (Perkins 1996). La
liberación de los trofozoítos inmaduros se produce normalmente en el interior de los fa-
gosomas de los hemocitos del hospedador, por ruptura de la gruesa pared celular del to-
monte. Las células hijas lisan el hemocito y son fagocitadas por otros hemocitos, en el in-
terior de los cuales recomienza el ciclo (Perkins 1996).
La incubación de los trofozoítos inmaduros o maduros en FTM provoca la forma-
ción de un estadio celular también presente de forma natural en los hospedadores mori-
bundos (Lauckner 1983, Perkins y Menzel 1967). En el proceso, los trofozoítos aumentan
de tamaño hasta 30-80 µm y engrosan la pared celular; además, la vacuola crece especta-
cularmente presionando el citoplasma contra la pared de modo que éste adquiere un as-
pecto de anillo (Azevedo 1989, Azevedo et al. 1990, Perkins 1996). En P. marinus el vacuo-
plasto desaparece (Perkins 1996), mientras que en P. atlanticus pueden distinguirse varias
de estas inclusiones intravacuolares (Azevedo et al. 1990, Sagristà et al. 1996). Estas células
son las llamadas hipnosporas o prezoosporangios, cuya pared se tiñe con yodo de Lugol
dando a la célula una coloración negroazulada que las hace fácilmente identificables al
microscopio óptico. Este sistema de detección del parásito se emplea rutinariamente, co-
mo veremos más adelante, para el diagnóstico de la enfermedad.
Cuando las hipnosporas se suspenden en agua de mar en condiciones aeróbicas, el
citoplasma se vuelve granular debido a la digestión de las inclusiones citoplasmáticas y
de las gotas lipídicas (Perkins 1996). El núcleo se agranda, y se forma un área clara en
forma de lente en el que se desarrolla un poro de descarga (Auzoux- Bordenave et al. 1995,
Perkins 1996). Sobre él, y como continuación de la pared celular, se ha descrito la forma-
ción de un tubo de descarga en las especies P. marinus (Perkins 1996), P. atlanticus (Au-
zoux- Bordenave et al. 1995, Azevedo 1989, Azevedo et al. 1990) y P. olseni (Lester y Davis
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1981), a pesar de que esta última lo tiene poco desarrollado. Sin embargo, el tubo de des-
carga no se ha observado nunca en los prezoosporangios de P. qugwadi (Blackbourn et al.
1998). La vacuola se divide del mismo modo que sucedía durante la palintomía en el inte-
rior del hospedador, y se forman pequeñas vacuolas que se distribuyen aleatoriamente
por el citoplasma dándole un aspecto granular (Azevedo 1989, Azevedo et al. 1990, Au-
zoux- Bordenave et al. 1995, Lester y Davis 1981, Perkins 1996). Parece que el líquido de la
vacuola se desplaza al espacio entre la célula y su pared, formando una especie de anillo
(Auzoux- Bordenave et al. 1995, Perkins 1996). En este momento se suceden las carioqui-
nesis y citoquinesis, disminuyendo con cada una de ellas el tamaño de las células hijas
(Auzoux- Bordenave et al. 1995, Azevedo et al. 1990, Perkins 1996, Sagristá et al. 1996).
Justo antes de la última carioquinesis, las células hijas toman forma de grano de arroz y
desarrollan los flagelos, dos cada célula; también entonces tiene lugar la formación del
complejo apical característico de los Apicomplexa (Azevedo 1989, Perkins 1996, Sagristà et
al. 1996). Tras el último episodio de carioquinesis y citoquinesis, las zoosporas, que pue-
den nadar en el interior del zoosporangio durante unos dos días, se liberan al exterior a
través del poro y tubo de descarga (Auzoux- Bordenave et al. 1995, Perkins 1996, Sagristà
et al. 1996).
El proceso y ultraestructura de la zoosporulación de P. marinus, P. atlanticus y P.
olseni son semejantes, a pesar de que se pueden distinguir ligeras diferencias entre ellas
(Azevedo et al. 1990, Lester y Davis 1981, Perkins 1996). Es preciso señalar que la zoospo-
rulación de P. atlanticus de Portugal muestra algunas diferencias en cuanto a la morfología
de las mitocondrias de las zoosporas respecto a la misma especie aislada en la costa me-
diterránea española (Sagristà et al. 1996). Por otra parte, Azevedo (1990) ha identificado
partículas "virus- like" en P. atlanticus durante distintos estadios celulares de la zoosporu-
lación, semejantes a las intranucleares descritas en P. marinus (Perkins 1996).
La zoosporulación es la fase del ciclo de vida de Perkinsus que más se ha estudiado
desde la descripción del parásito; cabe destacar el detallado estudio de Perkins y Menzel
(1967) sobre la caracterización ultraestructural de este proceso para P. marinus. Aunque no
se ha visto nunca, se cree que, al igual que sucede con otros Apicomplexa, la zoospora de
Perkinsus toma contacto con las células epiteliales del hospedador donde las roptrías del
complejo apical inducen una depresión, siendo el parásito incorporado en una vacuola.
Los flagelos se perderían en el proceso al igual que el complejo apical, y la célula se re-
dondearía hasta semejarse a un trofozoíto inmaduro, siguiendo el mismo ciclo que éste.
Alternativamente, las zoosporas podrían ser fagocitadas por los hemocitos del hospeda-
dor perdiendo los mismos orgánulos (Perkins 1996).
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1. e) Taxonomía y filogenia
Perkinsus marinus fue identificado en un principio como un hongo del género Der-
mocystidium (Mackin, Owen y Collier 1950), debido principalmente a la presencia de una
gran vacuola con vacuoplasto en los trofozoítos maduros (Perkins 1996). Por este motivo
se llamó durante muchos años D. marinum, y, de hecho, la perkinsiosis se sigue conocien-
do coloquialmente como la "enfermedad Dermo". Más tarde se cambió este nombre por el
de Labyrinthomyxa marina, como resultado de la observación de estadios ameboides del
parásito que se dividían de una forma particular (Mackin y Ray 1966). Estudios posterio-
res demostraron que el género Labyrinthomyxa no se encontraba relacionado en absoluto
con Perkinsus spp., de modo que el patógeno volvió a denominarse D. marinum (Perkins
1996). Este error se debió probablemente a la contaminación de los aislados del parásito
con labirintomórfidos presentes también en las ostras infectadas con Dermo (Perkins
1996). Como consecuencia de la identificación en las zoosporas de D. marinum de un com-
plejo apical (Perkins 1976), Levine (1978) estableció la nueva clase Perkinsea, orden Per-
kinsida y familia Perkinsidae en el filum Apicomplexa para albergar la nueva especie Per-
kinsus marinus, nombre con el que definitivamente se conoce al primeramente llamado D.
marinum. En estudios recientes se discute la inclusión de la clase Perkinsea en el filum
Apicomplexa, puesto que existen análisis filogenéticos basados en la secuencia de deter-
minados genes que demuestran su mayor proximidad con los Dinoflatellata (Escalante y
Ayala 1995, Fong et al. 1993, Goggin 1994, Goggin y Barker 1993, Hamaguchi et al. 1998,
Kotob et al. 1999a, Reece et al. 1997, Siddall et al. 1997).
En la actualidad sólo existen cuatro especies pertenecientes al género Perkinsus: P.
marinus (Mackin, Owen y Collier 1950), P. olseni (Lester y Davis 1981), P. atlanticus (Aze-
vedo 1989) y P. qugwadi (Blackbourn et al. 1998). Sin embargo, se ha descrito Perkinsus sp.
parasitando un gran número de moluscos a lo largo del mundo, tal y como detallábamos
al comienzo de esta Introducción. La especificidad del parásito por un determinado hos-
pedador es muy baja (Goggin et al. 1989, Perkins 1996), por lo que es posible que todos los
moluscos bivalvos de aguas tropicales y subtropicales sean susceptibles a la infección por
Perkinsus (Perkins 1996). Según Perkins (1996), Las escasas diferencias entre las distintas
especies de Perkinsus podrían deberse al distinto ambiente en el que el hospedador se en-
cuentra, por lo que el número total de especies de Perkinsus en el mundo sería aún más
limitado que en este momento. La secuenciación de determinadas regiones genómicas y
su comparación entre distintas cepas está permitiendo, sin embargo, una mejor diferen-
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ciación entre cepas o especies del patógeno (Goggin 1994, Kotob et al. 1999b, Robledo et al.
1999).
1. f) Diagnóstico
El desarrollo de la técnica de diagnóstico estándar para Perkinsus mediante la in-
cubación de los tejidos del hospedador en medio fluido tioglicolato de Ray (RFTM) tuvo
su origen en el intento de cultivar in vitro el patógeno cuando aún se creía que era un
hongo (Ray 1996). Dado que éste no crecía en los medios habituales para hongos, se llegó
a la conclusión de que era un parásito obligado, por lo que se trataron de establecer culti-
vos de tejido de ostra para que el patógeno creciera a partir de ellos. Para obtener tejidos
de ostra estériles, se trataron las branquias del molusco con antibióticos y luego se incuba-
ron en medio fluido tioglicolato (FTM) con el fin de comprobar su esterilidad. Al cabo de
48 horas de incubación no se detectó la presencia de bacterias pero sí de unos cuerpos
esféricos de gran tamaño, que en ensayos posteriores se identificaron como células del
parásito agrandadas (Ray 1996). Debido a la rápida tinción de estos cuerpos con yodo de
Lugol y a su fácil detección al microscopio como esferas negroazuladas, el método se uni-
versalizó para el diagnóstico de Perkinsus desde que Ray lo publicó en 1952. La adición del
antifúngico micostatina al medio tioglicolato, no sólo para evitar el crecimiento de hongos
sino también para potenciar el aumento de tamaño del parásito, completó la formulación
definitiva del RFTM (Ray 1966a). Aunque el tiempo de incubación necesario para el
agrandamiento de todas las formas parasitarias fue primeramente considerado de 48 h
(Ray 1954), los bajos grados de infección hallados en estudios de campo impulsaron a Ray
(1966a) a aumentar dicho tiempo hasta una semana.
Para detectar infecciones leves mediante la incubación de los tejidos en tioglicola-
to, Ray (1952, 1954) consideraba necesario el examen del corazón, recto, y fragmentos de
las branquias y del manto, aunque el diagnóstico rutinario podía realizarse a partir sólo
del recto. Sin embargo, este mismo autor estableció las categorías de infección, del 1 (in-
fección muy severa) al 6 ( infección muy leve), basándose sólo en la observación de las
branquias del hospedador (Ray 1954). Debido a la distinta distribución de Perkinsus en los
tejidos del molusco (Choi et al. 1989, McLaughlin y Faisal 1999, Oliver et al. 1998), la técni-
ca del RFTM se modificó recientemente para incluir todo el cuerpo de la ostra en el ensayo
(Fisher y Oliver 1996). Por otra parte, Gauthier y Fisher (1990) utilizaron la incubación de
la hemolinfa en RFTM como alternativa al RFTM clásico, para que el diagnóstico de la
enfermedad no llevara consigo la muerte de los hospedadores. Estos distintos ensayos de
RFTM han sido recientemente revisados y comparados por diversos autores tanto para
Perkinsus marinus como para P. atlanticus (Bushek et al. 1994, Rodríguez y Navas 1995),
siendo la conclusión final que el método más sensible es el que implica la incubación en
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RFTM de todo el cuerpo del hospedador. Para Perkinsus sp. de Mya arenaria se ha demos-
trado que el diagnóstico mediante observación directa al microscopio de los tejidos del
hospedador incluidos en parafina es menos sensible que el RFTM del recto y branquias
(McLaughlin y Faisal 1999).
En los últimos años, las técnicas de diagnóstico inmunológicas y moleculares se
están convirtiendo en una alternativa al RFTM. Choi et al. (1991) desarrollaron anticuerpos
policlonales contra las hipnosporas de P. marinus que no reaccionaban contra otros esta-
dios del parásito, indicando así un cambio en las propiedades antigénicas de la membrana
del parásito durante la formación de la pared celular de la hipnospora. Dungan y Rober-
son (1993) obtuvieron resultados similares con anticuerpos monoclonales. En cambio, los
anticuerpos policlonales desarrollados por estos mismos autores se unían a todos los es-
tadios celulares de P. marinus, e incluso reconocían sustancias particuladas presentes en
los tejidos adyacentes a los focos de proliferación parasitaria. Mediante estos anticuerpos
también fue posible identificar P. olseni y P. atlanticus, así como algunos Perkinsus sp,
mientras que determinadas especies de Dermocystidium no resultaron reconocidas.
Es probable que las técnicas de biología molecular basadas en la reacción en cade-
na de la polimerasa (PCR) sustituyan definitivamente al método clásico del RFTM. Las
PCR específicas desarrolladas por Marsh et al. (1995) y Robledo et al. (1998) resultaron más
sensibles y específicas que el RFTM, distinguiendo incluso Perkinsus marinus de otras es-
pecies de Perkinsus. Además, la rapidez del método permite diagnosticar la presencia de
Perkinsus en unos 200 ejemplares en un solo día, lo que supone un adelanto en la preven-
ción y control de la enfermedad (Robledo et al. 1998).
2. MECANISMOS DE DEFENSA DE LOS MOLUSCOS BIVALVOS
El sistema inmune de los vertebrados consta de mecanismos de defensa específicos e
inespecíficos. Los primeros se desatan frente a un estímulo concreto con el que el animal
ya había tenido un contacto previo y son, por tanto, mecanismos de resistencia adquiri-
dos. Los segundos son innatos y actúan independientemente de la naturaleza del estímu-
lo, sea éste vivo o inerte, patógeno o inocuo. La respuesta de la resistencia adquirida es
más intensa pero menos rápida que la de la resistencia innata.
El sistema inmune de los moluscos bivalvos consta sólo de mecanismos de defensa
inespecíficos. Para facilitar su estudio, éstos se dividen en factores humorales y celulares.
Esta división es artificial puesto que, probablemente, todos los prinicpios humorales son
en último término de origen celular (Feng 1988). Los factores humorales se encuentran
disueltos en el suero de la hemolinfa, siendo los más estudiados la lisozima y las lectinas o
aglutininas. Los factores de defensa celular están mediados por las células sanguíneas o
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hemocitos. El mecanismo de defensa celular más universal en todas las especies animales
es la fagocitosis y, asociada a ella, la liberación de sustancias antibacterianas y citotóxicas.
2. a) Defensa Celular
• Morfología y clasificación de los hemocitos
La unidad de defensa celular en los moluscos bivalvos es el hemocito. Los hemo-
citos se mueven libremente en el sistema circulatorio abierto y pueden migrar fácilmente
al tejido conectivo laxo y viceversa (Adema et al. 1991). Se ha postulado que el órgano he-
matopoyético de los moluscos bivalvos podría ser el tejido conectivo dado que en esa zo-
na se detectan altas concentraciones de hemocitos y un elevado número de mitosis (Smo-
lowitz et al. 1989). Sin embargo, no existen datos definitivos que confirmen esta hipótesis
(Adema et al. 1991).
Los hemocitos se dividen generalmente según sus características morfológicas en
granulares o granulocitos, y  no granulares o hialinocitos (Feng 1988, Fisher 1986), aunque
la primera de las poblaciones puede incluir a su vez distintos tipos celulares (Auffret
1988). Los granulocitos deben su nombre al aspecto que le confieren los numerosos liso-
somas o gránulos que poseen en el citoplasma. Este tipo hemocitario tiene la capacidad de
extender rápidamente pseudopodios, y es generalmente más grande y de mayor capaci-
dad fagocítica que los hialinocitos (Feng 1988, Fisher 1986). Los hialinocitos son células
redondas de elevada proporción núcleo: citoplasma que contienen menos lisosomas que
los hemocitos granulares (Feng 1988). La mayoría de los bivalvos, incluyendo la almeja
fina (López et al. 1997a), poseen ambos tipos de hemocitos a excepción de las vieiras (Pec-
tinidae), que carecen de granulocitos (Auffret 1988). Algunos autores afirman que los hia-
linocitos y los granulocitos son distintos tipos celulares; otros opinan que los dos tipos son
el primero y último estadio del desarrollo de un único tipo celular (Adema et al. 1991). El
mayor problema para la clasificación de las células de la hemolinfa es la existencia de ti-
pos celulares intermedios que podrían ser células diferenciadas a partir de distintas líneas
filogenéticas o variaciones morfológicas de una misma línea celular funcional (Auffret
1988). La separación de los distintos tipos de hemocitos se lleva a cabo generalmente me-
diante técnicas basadas en gradientes de densidad (Bachère et al. 1988, Cheng et al. 1980,
Friebel y Renwratz 1995). La aplicación de técnicas inmunológicas ha facilitado en los úl-
timos años la identificación de subpoblaciones de hemocitos, lo que permite el estudio de
sus funciones y ontogenia (Dyrynda et al. 1997).
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• Respuesta defensiva de los hemocitos
i) Entrada del patógeno
El acceso de un patógeno al interior de un molusco bivalvo se ve limitado en prin-
cipio por barreras físico- químicas externas, tales como la concha y el mucus, que suele
contener enzimas con actividad antibacteriana (Glinski y Jarosz 1997, Ratcliffe et al. 1985).
Cuando el microorganismo potencialmente patógeno consigue atravesar estas barreras y
penetrar en el hospedador se produce la infiltración, que implica la constricción de los
senos sanguíneos y la migración de los hemocitos al lugar de la herida (Fisher 1986,
Lauckner 1983). Dichos hemocitos, granulocitos en la mayoría de los organismos, fagoci-
tan o encapsulan los restos celulares, tejidos heridos y agentes patógenos; estos materiales
se eliminan posteriormente gracias a la migración masiva de los fagocitos a través del
epitelio digestivo (Fisher 1986, Ratcliffe et al. 1985, Sparks y Morado 1988). Además, las
células sanguíneas colaboran en el cierre de la herida, que se produce sin coagulación del
plasma mediante la formación de un tapón de hemocitos que limita la pérdida de hemo-
linfa y evita la contaminación (Fisher 1986, Ratcliffe et al. 1985). Para ello, estos hemocitos
se diferencian a fibroblastos, cuya fibrina contribuye al cierre de la herida. La reparación
de la misma sucede desde el interior de la lesión hacia la superficie, por medio de la sus-
titución de los hemocitos, fibroblastos y fibrina por células epiteliales indistinguibles del
tejido normal (Fisher 1986, Sparks y Morado 1988).
El papel de los hemocitos en la reparación de la concha parece ser limitado, puesto
que la mayor parte del calcio necesario para dicha reparación no procede de ellos (Fisher
1986). Algunos patógenos son tan virulentos que los bivalvos infectados mueren antes de
que empiece la infiltración hemocitaria, mientras que otros microorganismos son tan
compatibles con el hospedador que no se reconocen como extraños y, por tanto, no desa-
tan esta respuesta defensiva (Sparks y Morado 1988).
ii) Fagocitosis
La fagocitosis supone, junto con los factores de defensa humorales, la primera lí-
nea de defensa una vez evitadas las barreras físico- químicas (Ratcliffe et al. 1985). Este
proceso es de gran antigüedad y universalidad en todo el reino animal (Feng 1988). Como
expusimos anteriormente, los granulocitos poseen una mayor capacidad fagocítica que los
hialinocitos. Esto se ha demostrado en muchos moluscos bivalvos, como la almeja fina
(Ruditapes decussatus) (López et al. 1997b), la vieira Pecten maximus (Mortensen y Glette
1996), la almeja Mercenaria mercenaria (Tripp 1992a) y el mejillón (Mytilus galloprovincialis)
(Carballal et al. 1997a).
La fagocitosis consta de cinco pasos: reconocimiento de la partícula extraña, adhe-
rencia, ingestión, destrucción y eliminación (Feng 1988). Los dos primeros pasos pueden
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suceder tanto pasivamente por colisión al azar, como activamente por quimiotaxis. A pe-
sar de que el proceso no se encuentra bien estudiado en los moluscos bivalvos, el recono-
cimiento de la partícula extraña parece estar mediado por receptores de la membrana de
los hemocitos (Fawcett y Tripp 1994, Feng 1988). Las sustancias quimioatrayentes, gene-
ralmente péptidos de pequeño tamaño (Fawett y Tripp 1994, Howland y Cheng 1982),
pueden ser activamente secretadas al medio por los patógenos vivos (Alvarez et al. 1995,
Cheng y Howland 1979). En ocasiones se han descrito estas sustancias como constituyen-
tes de la pared celular de algunas bacterias (Howland y Cheng 1982). El grado de qui-
mioatracción está posiblemente relacionado con la patogenicidad del agente extraño: sólo
aquellos microorganismos menos nocivos y, por tanto, más fácilmente degradables, atraen
a los hemocitos (Cheng y Howland 1979). Puesto que la citocalasina B y la colchicina inhi-
ben la asociación de los hemocitos con las bacterias, parece que la respuesta quimiotáctica
necesita de la integridad del citoesqueleto del hemocito (Cheng y Howland 1982). Puede
que el desorden en la organización del citoesqueleto también sea responsable de la falta
de fagocitosis en moluscos afectados por la enfermedad de las células sanguíneas NH
(neoplasia hematopoiética) (Beckmann et al. 1992).
La adherencia de los hemocitos al agente extraño está mediada por factores humo-
rales, lectinas y aglutininas, de los que hablaremos más adelante; esto refleja la interrela-
ción existente entre los mecanismos de defensa humorales y los celulares. Tras la adhe-
rencia se produce la ingestión, normalmente mediante la extensión de pseudópodos por
parte del hemocito e inclusión del agente extraño en una vacuola fagocítica (Ratcliffe et al.
1985). Otras veces, como en el caso de los hemocitos de almeja fina (López et al. 1997b) y
otros moluscos bivalvos (Fisher 1986, Ratcliffe et al. 1985), la membrana plasmática se in-
vagina y la ingestión se produce sin la extensión de pseudópodos. Recientemente, se ha
demostrado que este cambio conformacional de los hemocitos, así como la quimiotaxis y
la fagocitosis, está mediada por la actuación de moléculas inmunoreactivas frente a de-
terminadas interleuquinas de humanos (Ottaviani et al. 2000). La vacuola fagocítica, lla-
mada fagosoma primario, se fusiona con los gránulos del citoplasma hemocitario para
formar el fagosoma secundario (Fisher 1986). Dichos gránulos, verdaderos lisosomas,
contienen enzimas entre los que se incluyen la fosfatasa ácida, esterasas no específicas,
peroxidasas y lisozima (Carballal et al. 1997b, Fisher 1986, Ratcliffe et al. 1985). Estas pro-
teínas enzimáticas se descargan sobre el microorganismo ingerido, destruyéndolo (López
et al. 1997b, Ratcliffe et al. 1985). Se ha demostrado que los granulocitos de almeja fina po-
seen una mayor concentración de enzimas hidrolíticos que los hialinocitos, lo que posi-
blementre está relacionado con la capacidad fagocítica de ambos tipos celulares (López et
al. 1997c).
Además de participar en la destrucción del microorganismo fagocitado, los enzi-
mas también pueden secretarse a la hemolinfa en el proceso llamado desgranulación. La
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desgranulación representa la base morfológica de la liberación al suero, asociada con la
fagocitosis, de los enzimas lisosomales contenidos en los granulocitos (Foley y Cheng
1977). Sin embargo, el aumento en la actividad enzimática del suero no siempre debe rela-
cionarse con la degradación intracelular, ya que puede ser consecuencia de una situación
de estrés (Beckmann et al. 1992).
La destrucción intracelular de las bacterias provoca la formación de gránulos de
glucógeno en el hemocito, que pueden ser liberados a la hemolinfa o ser usados por el
propio hemocito (Fisher 1986). En ocasiones, los patógenos no se pueden digerir y se eli-
minan con las heces o por diapédesis, aunque en este último caso es posible que el pató-
geno continúe siendo infectivo, como sucede con P. marinus (Lauckner 1983). En casos
extremos, un agente vivo ingerido no sólo puede sobrevivir, sino que puede multiplicarse
en el interior del fagocito. Esto puede causar daño a la célula del hospedador (parasitismo
intracelular) o puede beneficiar a ambos (mutualismo intracelular) (Feng 1988).
La actividad fagocítica de los hemocitos puede verse afectada por algunos agentes
contaminantes, como fungicidas y metales pesados (Baier- Anderson y Anderson 2000,
Brousseau et al. 2000, McIntosh y Robinson 1999, Roesijadi et al. 1997). Por tanto, la calidad
del agua de cultivo de los moluscos de interés comercial podría condicionar en parte el
estado inmunológico de dichos animales.
iii) Estallido respiratorio.
La estimulación de los fagocitos por perturbaciones de los receptores de la mem-
brana o por ingestión de partículas extrañas produce un aumento del consumo de oxígeno
debido a la activación de los enzimas NAD(P)H- oxidasa y mieloperoxidasa (MPO)
(Adema et al. 1991, Anderson 1996a). La NAD(P)H- oxidasa es una flavoproteína oxidasa
adherida a la membrana, y la MPO es un enzima intracelular localizado principalmente
en el interior de los lisosomas primarios (Austin y Paynter 1995). La actividad de estos dos
enzimas, conocida como el sistema MPO- peróxido- halido, transforma el oxígeno mole-
cular en los radicales tóxicos de oxígeno (ROIs) superóxido (O2-), peróxido de hidrógeno
(H2O2), oxígeno libre (1O2), radical hidroxilo (.OH) y ácido hipocloroso (HOCl). Estas mo-
léculas son potentes efectores destructivos que pueden funcionar independientemente o
en asociación con los enzimas lisosómicos (Adema et al. 1991, Feng 1988). Para la activa-
ción tanto de los enzimas generadores de ROIs como hidrolíticos parece necesaria la acidi-
ficación de los fagocitos, hecho que se ha demostrado en los hemocitos de ostra tras la
ingestión de material particulado (Beaven y Paynter 1999). Al proceso de producción de
ROIs se le denomina estallido respiratorio, y parece estar regulado por la producción de
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sustancias, como la metalotioneína, presentes en los hemocitos y con capacidad de anular
los ROIs (Anderson et al. 1999).
La generación intracelular de ROIs se detecta por la producción de un precipitado
azul debida a la reducción de NBT ("nitroblue tetrazolium"), mientras que el estallido res-
piratorio extracelular se suele cuantificar, espectrofotométricamente, por la reducción de
citocromo C. La quimioluminiscencia (CL) permite la medición de ambas actividades,
tanto la extra como la intracelular, con mayor sensibilidad que los métodos anteriormente
citados (Adema et al. 1991). El proceso químico de producción de fotones asociado al esta-
llido respiratorio ha sido descrito en células sanguíneas de vertebrados (Allen et al. 1972).
Las moléculas excitadas (ROIs) producidas por estas células liberan fotones simples du-
rante su vuelta al estado basal, generando luz a partir de reacciones químicas en un pro-
ceso de quimioluminiscencia. Además de generar fotones, los intermediarios de oxígeno
pueden oxidar moléculas no tóxicas como el luminol hidrazido cíclico (5- amino- 2,3-
dihidro- 1,4- ftalazinediona) (Allen y Loose 1976) o la sal de acridina lucigenina (dinitrato
de 10,10'- dimetil- 9,9'- biacridinio) (Allen 1981). Los ensayos de quimioluminiscencia uti-
lizan estas moléculas para aumentar la emisión de fotones por parte de las células sanguí-
neas hasta un nivel detectable en un contador de centelleo líquido (Allen 1981).
La respuesta de CL intensificada por luminol (CLlum) se emplea universalmente
para medir la producción de ROIs en moluscos bivalvos. Hay algunas especies que
muestran gran estimulación de la CLlum cuando sus hemocitos se tratan con el agente par-
ticulado más usado en este tipo de ensayos, la levadura zimosán. Este es el caso de Pecten
maximus, Crassostrea gigas, C. virginica, Geukensia demissa, Nerita albicilla, Mytilus edulis y
Ostrea edulis (Anderson 1994b, Austin y Paynter 1995, Bachère et al. 1991, Kumazawa et al.
1993, Le Gall et al. 1991, Noël et al. 1993). Sin embargo, otras especies (Mya arenaria, Merce-
naria mercenaria, Clithon retropictus, Corbicula japonica, Ruditapes decussatus) apenas incre-
mentan la emisión de CL en estas condiciones (Anderson 1994b, Kumazawa et al. 1993,
López et al. 1994). Incluso dentro de una misma especie existen grandes diferencias en
cuanto a emisión de CL entre distintos individuos (Bachère et al. 1991). Estas diferencias
inter- e intraespecíficas en la producción de CL pueden deberse no sólo a variaciones en el
metabolismo, sino también al estado de los animales cuando se recogen y al período del
año (Noël et al. 1993). La proporción granulocitos: agranulocitos es otro parámetro que
afecta a la variabilidad intraespecífica de la CL (Bachère et al. 1991). Asimismo, la emisión
de CL puede verse condicionada por la presencia de contaminantes en el medio de cultivo
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de los moluscos o por su tratamiento con antibióticos y antimicóticos (Anderson et al.
1992a, Fisher et al. 1990, Larson et al. 1989).
Existen algunas especies bacterianas, como V. anguillarum y Listonella anguillarum,
que no estimulan o inhiben la CL de los hemocitos de ostra y vieira, aunque estos mismos
hemocitos sí resultan estimulados por otras especies de bacterias (Bramble y Anderson
1997, 1998, Lambert y Nicolas 1998). Esto se encuentra probablemente relacionado con la
patogenicidad de cada bacteria y su capacidad de evadir los ROIs. El hecho de que existan
grandes diferencias en la capacidad bactericida de los hemocitos frente a distintos géneros
bacterianos apoya esta hipótesis (Genthner et al. 1999). Por otra parte, algunas cepas bac-
terianas sólo estimulan la CL si están muertas (Bramble y Anderson 1997). Esto indica la
anulación activa de los ROIs de los hemocitos del molusco por parte de dichas bacterias.
La responsable de la eliminación de los ROIs podría ser la fosfatasa ácida, enzima liberada
por muchas bacterias (Borrego et al. 1996, Magariños et al. 1992, Santos et al. 1992) y que
altera la respuesta defensiva celular del hospedador provocando la ruptura de fosfopro-
teínas e inhibiendo la producción del anión superóxido (Anderson 1996b). Recientemente,
se ha demostrado que la capacidad bactericida de los hemocitos de ostra frente a las espe-
cies Bacillus megaterium y Pseudomonas fluorescens no depende de la producción de ROIs
(Bramble y Anderson 1999). Es probable, por tanto, que la evasión del estallido respirato-
rio por parte de estas bacterias no ayude a su supervivencia. Sin embargo, no se descarta
que los ROIs sean efectivos agentes microbicidas en moluscos bivalvos distintos de la os-
tra o incluso en ostra frente a otras especies bacterianas (Bramble y Anderson 1999).
iv) Encapsulación.
La encapsulación se produce cuando las partículas demasiado grandes para ser
fagocitadas son rodeadas por grupos de hemocitos (Feng 1988, Fisher 1986, Ratcliffe et al.
1985). Las células sanguíneas se diferencian, como para la reparación de la herida, en fi-
broblastos, y se agrupan concéntricamente alrededor del agente extraño (Feng 1988,
Fisher 1986). Los hemocitos no están prediferenciados para fagocitar o encapsular, puesto
que los primeros que alcanzan la partícula siempre intentan fagocitarla (Fisher 1986). En
particular, la infección de almeja fina por Perkinsus atlanticus produce una infiltración he-
mocitaria que deriva en la diferenciación de los granulocitos y en la secreción por parte de
éstos de un péptido, componente mayoritario de la cápsula que se forma alrededor de las
células del patógeno (Montes et al. 1995a, b, 1996).
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2. b) Defensa humoral
• Lisozima
Las lisozimas son 1,4- β- N- acetilmuramidasas que rompen el enlace glicosídico
entre el C- 1 del ácido N-acetilmurámico y el C- 4 de la N- acetilglucosamina en el pépti-
doglucano bacteriano, principal polímero estructural de la pared celular bacteriana (Jollès
y Jollès 1984). Se ha descrito actividad de la lisozima en gran cantidad de moluscos bival-
vos (véase Chu 1988). La lisozima se almacena en los lisosomas que contienen los gránu-
los de los hemocitos granulares (Mohandas et al. 1985, Zachary y Hoffmann 1984), y se
libera al suero sin ruptura de la membrana plasmática en el proceso de desgranulación
(Cheng et al. 1975, Foley y Cheng 1977, Mohandas et al. 1985). Este fenómeno, habitual en
los hemocitos de los moluscos, es estimulado con la fagocitosis de bacterias (Mohandas et
al. 1985). El nivel de lisozima en el suero de los bivalvos se encuentra fuertemente condi-
cionado por la estación (Feng y Canzonier 1970), el estrés (Steinert y Pickwell 1985) y el
ciclo mareal (McHenery et al. 1983).
El papel primordial de la lisozima de los moluscos bivalvos es la digestión, puesto
que estos animales son capaces de alimentarse de bacterias y necesitan romperlas para
digerirlas. Esto explica que en numerosos moluscos bivalvos, entre los que se encuentran
el mejillón Mytilus edulis y la almeja Mya arenaria, se haya descrito una mayor concentra-
ción del enzima en los tejidos asociados a los procesos digestivos (McHenery et al. 1979).
Sin embargo, la lisozima también desempeña un papel relevante en la defensa del hospe-
dador, como demuestra la relación existente entre la actividad de la lisozima del suero de
ostra y el grado de infección por Bucephalus sp. y Minchinia nelsoni (Feng y Canzonier
1970). Esta función, de todos modos, es secundaria frente a la digestión (Chu 1988).
Los granulocitos poseen otros enzimas líticos lisosómicos además de la lisozima,
como por ejemplo la fosfatasa ácida o la β - glucuronidasa en el caso de almeja fina, meji-
llón y ostra (Carballal et al. 1997b, López et al. 1997c, Yoshino y Cheng 1976). Estas sustan-
cias líticas también están presentes en el suero, lo que parece ser debido a la hipersíntesis
y liberación de estos enzimas desde los hemocitos fagocíticos en respuesta a la infección
bacteriana (Chu 1988). De hecho, se ha demostrado que las defensinas (determinados
péptidos antimicrobianos) del mejillón (Mytilus galloprovincialis) se liberan de los hemoci-
tos al plasma tras la infección por bacterias (Mitta et al. 1999a). Recientemente, se han des-
crito y caracterizado nuevos péptidos con actividad bactericida en los hemocitos de esta
especie de mejillón, la miticina y las mitilinas (Mitta et al. 1999b, 2000). Estas últimas pare-
cen desempeñar un papel relevante en la destrucción intracelular de las bacterias fagoci-
tadas (Mitta et al. 2000).
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• Lectinas
Las lectinas o aglutininas son sustancias presentes en el suero de los moluscos bi-
valvos que reconocen y opsonizan cuerpos extraños para favorecer su fagocitosis (Olafsen
1988). Además, las lectinas poseen otras propiedades inmunológicas como la precipitación
y la mediación de la quimiotaxis (Ratcliffe et al. 1985).
Hace tiempo que se demostró la importancia de los carbohidratos presentes en la
superficie tanto de los hemocitos como del agente extraño en la fagocitosis mediada por
las lectinas (Mullainadhan y Renwrantz 1986). Chu (1988) resume dos de las teorías que
explican el fenómeno de discriminación de lo no propio en los invertebrados. Una de ellas
sugiere que las lectinas facilitan la adhesión entre la célula y el material extraño mediante
la unión de determinados azúcares de superficie durante los procesos de fagocitosis y
encapsulación (Fig. 1). La otra teoría se basa en el reconocimiento específico de lo propio,
de modo que toda partícula adherida al hemocito, atraída mediante la opsonización por
lectinas o simplemente por azar, será ingerida a no ser que se reconozca como propia. En
cualquier caso, se han formulado otras teorías sobre los mecanismos bioquímicos por los
que las aglutininas reconocen agentes no propios y participan en la defensa de los inver-
tebrados; estas teorías se encuentran revisadas por Olafsen (1988) y continúan siendo ob-
jeto de estudio (Suzuki y Mori 1990).
Las lectinas de los moluscos han sido extensamente estudiadas (Olafsen 1986). Se ha de-
mostrado la aglutinación de bacterias y de eritrocitos de vertebrados por el suero de meji-
llón, ostra, almeja, pulpo y otras especies de moluscos (Fisher y DiNuzzo 1991, Leippe y
Renwrantz 1988, Tamplin y Fisher 1989, Tripp 1992b). También existen aglutininas en
otros fluidos corporales de los bivalvos, como el mucus de la cavidad paleal (Fisher 1992).
El aumento en la actividad de las lectinas en la hemolinfa de ostra tras la exposición a
Hemo-
Partícula
no propia
Lectina del suero
Azúcares
Hemo-
Partícula
no propia
Azúcar
Lectina de la membrana
Figura 1. Diagramas mostrando las posiciones de las lectinas y azúcares que facilitarían la unión entre las
partículas no propias y los hemocitos (Chu 1988).
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bacterias confirma su implicación en la defensa del molusco contra este tipo de agente
patógeno (Olafsen et al. 1992). La similitud en los receptores de membrana para las lecti-
nas entre los hemocitos y determinados parásitos podría explicar la evasión de la fagoci-
tosis por parte de dichos patógenos (Fisher 1988b, Kanaley y Ford 1990). De hecho, las
lectinas parecen no estar implicadas en la defensa de los moluscos bivalvos frente a pará-
sitos como Haplosporidium nelsoni y Perkinsus marinus (Chintala et al. 1994).
Se han aislado y descrito molecularmente determinadas aglutininas del suero de
muchos moluscos bivalvos, como mejillón, almeja de agua dulce (Corbicula fluminea) y
ostra (Acton et al. 1969, Renwrantz y Stahmer 1983, Vasta et al. 1982, Yang y Yoshino
1990). Existen numerosas revisiones que incluyen completas descripciones bioquímicas de
las lectinas de invertebrados (Arason 1996, Olafsen 1986, Vasta 1992). También se han
caracterizado las moléculas de reconocimiento para las lectinas presentes en la superficie
de los hemocitos (Renwrantz y Stahmer 1983, Yoshino 1983). En cuanto a los factores físi-
co- químicos que regulan la opsonización, diversos estudios han demostrado que éste es
un proceso dependiente del tiempo y la temperatura (Cheng et al. 1995, Fryer y Bayne
1989, Schoenberg y Cheng 1982), por lo que se supone varía estacionalmente.
• Otros factores de defensa humoral
El sistema profenoloxidasa, compuesto por una serie de reacciones en cascada se-
mejante al complemento de mamíferos (Ratcliffe et al. 1985, Söderhäll y Smith 1986), había
sido descrito sólo en algunos invertebrados, como ascidias y crustáceos (Arizza et al. 1995,
Jackson et al. 1993, Sritunyalucksana et al. 1999, Sung et al. 1998). Recientemente, se ha
demostrado que la actividad fenoloxidasa, enzima final del sistema profenoloxidasa, tam-
bién existe en la hemolinfa de una especie de mejillón (Asokan et al. 1997). Por otra parte,
los hemocitos de moluscos tienen actividad óxido nítrico sintasa (Conte y Ottaviani 1995,
Franchini et al. 1995, Nieto- Fernandez et al. 1999), enzima implicada en la producción del
radical activo NO. Esta molécula parece funcionar como agente bactericida en algunas
especies de moluscos, entre las que se encuentra el mejillón Mytilus edulis (Ottaviani et al.
1993). La interacción entre el anión superóxido (O2-) y el NO liberados por los hemocitos
estimulados por un agente particulado produce el oxidante peroxinitrito, que entre sus
funciones incluye la eliminación de determinados protozoos parásitos (Torreilles y Guèrin
1999).
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OBJETIVOS DE LA TESIS DOCTORAL
• Descripción de las lesiones causadas por Perkinsus en las tres especies de almeja
económicamente más importantes en Galicia, almeja fina (Ruditapes decussatus), almeja
babosa (R. pullastra) y almeja japonesa (R. philippinarum).
• Determinación del efecto de la infección por Perkinsus en la respuesta inmune de la
almeja.
• Desarrollo, optimización y caracterización de cultivos in vitro del parásito.
• Confirmación de la posición taxonómica y la filogenia del parásito cultivado.
• Determinación del efecto de los productos secretados por el parásito in vitro sobre la
respuesta defensiva de los moluscos bivalvos.
• Caracterización de los factores de virulencia presentes en los productos de secreción del
parásito cultivado.
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CAPÍTULO I
HISTOPATOLOGÍA DE LA INFECCIÓN POR Perkinsus sp. EN
ALMEJAS DE LAS RÍAS GALLEGAS
1. ANTECEDENTES
En los últimos años se ha descrito una gran cantidad de organismos patógenos de las al-
mejas de consumo habitual en España. En ocasiones, la presencia de estos patógenos ha
sido asociada con mortalidades importantes del molusco afectado, lo que ha tenido reper-
cusiones económicas de diversa consideración. Sin embargo, las infecciones también pue-
den ser subclínicas, y no provocar ninguna reacción por parte del hospedador.
Durante el final del verano y principios del otoño de 1997 se produjo una gran
mortalidad de almeja fina (Ruditapes decussatus) en la Ría de Camariñas (Galicia). Es pro-
bable que estas pérdidas se debieran a la infección por un virus, semejante a un picornavi-
rus, detectado en animales procedentes de la población enferma (Novoa y Figueras 2000).
Por otra parte, la enfermedad del anillo marrón (BRD), causada por Vibrio tapetis, se ha
descrito en almeja fina y japonesa de Cádiz, Huelva y distintas localidades de Galicia y
Portugal (Castro et al. 1997, Figueras et al. 1996). Debido a la mortalidad de almeja causada
en Francia por esta enfermedad (Paillard et al. 1989), se han realizado numerosos estudios
de caracterización (Castro et al. 1992), virulencia (Borrego et al. 1996), respuesta defensiva
del hospedador (López- Cortes et al. 1999) y diagnóstico (Castro et al. 1995, Noel et al.
1996) de V. tapetis.
Las pérdidas masivas de almeja Venerupis rhomboides en un banco de la Ensenada
de Riveira (Ría de Arousa, Galicia) pudieron deberse, al menos en parte, a la parasitación
por un organismo similar a las Rickettsias ("Rickettsia- like") (Villalba et al. 1999). La infil-
tración hemocitaria y la desorganización en la arquitectura branquial asociadas a la pre-
sencia del parásito de deben probablemente a la lisis de las células infectadas y liberación
de los procariotas. Los organismos "Rickettsia- like" también están presentes en otras espe-
cies de almeja, como almeja fina y almeja japonesa (R. philippinarum) de la costa de Huelva
(Navas et al. 1992), y almeja fina y babosa (R. pullastra) de las Rías de Vigo y Arousa (Gali-
cia) (Villalba et al. 1993). En estos casos, quizá debido a la baja prevalencia del patógeno,
no se han descrito mortalidades de almeja asociadas a la infección por el procariota.
La especie Haplosporidium nelsoni han causado mortalidades masivas de ostra en la
costa atlántica de los Estados Unidos desde los años cincuenta (Lauckner 1983). En Espa-
ña, se ha descrito la presencia de Haplosporidios en V. rhomboides y almeja babosa de las
Rías de Vigo y Arousa (Villalba et al. 1993, 1999), en almeja fina de las Rías de Arousa y
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Vigo y de la costa de Huelva (Figueras et al. 1992, 1996, Navas et al. 1992, Villalba et al.
1993), y en almeja japonesa de la Ría de Vigo (Figueras et al. 1996). Los plasmodios del
Haplosporidio se distribuyen en el epitelio digestivo, en las células de los túbulos digesti-
vos primarios y en las branquias (Figueras et al. 1996, Navas et al. 1992, Villalba et al. 1999).
Esta parasitación no causa ningún tipo de reacción histológica por parte del hospedador
(Figueras et al. 1992, Villalba et al. 1999). Probablemente, la intensa infiltración hemocitaria
descrita por Figueras et al. (1996) en los tejidos de almeja infectada por un Haplosporidio
era debida a la coinfección por Perkinsus.
La infección de almeja por organismos semejantes a los Coccidios, presentes en el
epitelio digestivo, provoca en ocasiones fuertes reacciones hemocitarias en los tejidos in-
fectados (observaciones personales), aunque cuando se encuentra en baja prevalencia no
produce efecto alguno en el hospedador (Figueras et al. 1996). Se han descrito almejas fi-
nas y japonesas parasitadas por estos organismos a lo largo de toda la costa atlántica de
Galicia (Figueras et al. 1996), mientras que en Huelva sólo se detecta el parásito en almeja
fina (Navas et al. 1992). Se han identificado muchos otros organismos potencialmente pa-
tógenos en almeja, como los parásitos "Chlamydia- like", Gregarinas, Microsporidios y Ci-
liados (Figueras et al. 1996, Navas et al. 1992, Villalba et al. 1993). Por otra parte, se ha en-
contrado infección por trematodos en todas las especies de almeja mencionadas en esta
sección, con una mayor prevalencia en Galicia que en Huelva (Figueras et al. 1996, Navas
et al. 1992, Villalba et al. 1993). Los trematodos parasitan cualquier tejido y pueden causar
la inhibición del desarrollo gonadal (Figueras et al. 1992).
La única especie de Perkinsus que se ha descrito en almeja fina (Ruditapes decussa-
tus) es P. atlanticus (Azevedo 1989). En España, se ha identificado P. atlanticus en almeja
fina del delta del Ebro (Montes et al. 1995a) y Perkinsus sp. en almeja fina y japonesa (R.
philippinarum) de Galicia y Asturias (Cigarría et al. 1997, Figueras et al. 1996, González He-
rrero et al. 1987). En lo que respecta a otra especie de bivalvo de importancia económica, la
almeja babosa (R. pullastra), tan solo existe un antecedente en la Bibliografía en el que se
describa su parasitación por Perkinsus (Navas et al. 1992). En este Capítulo estudiaremos la
distribución y efecto de Perkinsus sp. en los tejidos de las tres especies de almeja más im-
portantes económicamente en Galicia: la almeja fina, la almeja babosa y la almeja japone-
sa.
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2. MATERIALES Y MÉTODOS
2. a) Procedencia de la muestra
Las almejas finas (Ruditapes decussatus), babosas (R. pullastra) y japonesas (R. phili-
ppinarum) adultas se recogieron en julio y diciembre de 1996 en distintos puntos del litoral
gallego, concretamente en Campelo (Ría de Pontevedra), Meira, Vilaboa y Arcade (Ría de
Vigo), y Camariñas (Ría Central). Se muestrearon distintas localidades en invierno y vera-
no para aumentar la probabilidad de encontrar almejas parasitadas por Perkinsus. En total
se analizaron aproximadamente 100 individuos de cada zona. Los animales se procesaron
inmediatamente después de ser recibidos en el laboratorio.
2. b) Diagnóstico de Perkinsus
La presencia de Perkinsus en las almejas se determinó mediante la técnica del flui-
do tioglicolato (RFTM) descrita por Ray (1954, 1966a). Brevemente, uno de los pares de
láminas branquiales de las almejas se extirpó e introdujo en tioglicolato al 3% en agua
destilada con un 2% de NaCl y un 0,05% de cloranfenicol. Para evitar la aparición de hon-
gos, se añadió al medio el antifúngico micostatina (4.000 USP/ml) antes de introducir los
tejidos. Las branquias se incubaron cinco días en la oscuridad a temperatura ambiente (21
ºC), y después se tiñeron con yodo de Lugol (3% de yoduro potásico y 2% de yodo en
agua destilada) y se observaron al microscopio. El parásito se detectó por la presencia de
grandes esferas de color azul oscuro o negro.
2. c) Procesado de los tejidos para microscopía óptica
El cuerpo de las almejas empleadas para la prueba del RFTM fue fijado entero en
fijador de Davidson (Shaw y Battle 1957) (Apéndice) durante 24 h. Al cabo de este tiempo,
se cortaron secciones oblicuas transversales de aproximadamente 5 mm de grosor en las
que estaban presentes los tejidos del manto, gónada, glándula digestiva, riñón, pie y el
par de láminas branquiales no empleado para la prueba del RFTM. Las muestras de tejido
se incluyeron en parafina utilizando un sistema automatizado (Apéndice). Una vez obte-
nidos los bloques, se hicieron cortes de 5 µm de espesor y se tiñeron con hematoxilina-
eosina (Apéndice). Estas secciones histológicas de almeja fueron examinadas  con la ayu-
da de un microscopio Nikon Optiphot a 400-1000 × aumentos.
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3. RESULTADOS
Por medio del RFTM detectamos la presencia de grandes hipnosporas negroazuladas en
muchas de las branquias de almeja fina, babosa y japonesa (Fig. 2.1). Sólo observamos al
microscopio óptico las preparaciones histológicas de aquellas almejas positivas para Per-
kinsus.
Figura 2.1. Hipnosporas de Perkinsus sp. en branquias de almeja fina (Ruditapes decussatus) incubadas en
RFTM y teñidas con yodo de Lugol.
A simple vista, aquellos individuos más parasitados mostraban quistes blanco-lechosos
distribuidos por todo el cuerpo. Al microscopio óptico, la morfología y localización de
Perkinsus en el tejido del hospedador resultó similar en las tres especies de almeja mues-
tradas, con fuertes infiltraciones hemocitarias asociadas a la presencia del parásito y fre-
cuente encapsulación de las células patógenas (Fig. 2.2, 2.3, 2.4). Por eso, vamos a describir
la histopatología de la infección por Perkinsus en almeja fina como modelo extensible a las
otras especies de almeja analizadas, almeja babosa y almeja japonesa.
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Figura 2.2. Trofozoítos maduros de Perkinsus sp. en los tejidos de almeja japonesa (Ruditapes philippina-
rum). Este estadio celular posee una vacuola de gran tamaño sin vacuoplasto, y un núcleo oscuro. (A) Per-
kinsus sp. en el epitelio digestivo. Nótese la infiltración hemocitaria asociada a la infección. (B) Branquias de
almeja muy infectadas con Perkinsus sp. En este caso, las células parasíticas se encuentran agrupadas en
pequeños racimos. La mayoría de los grupos están rodeados por un halo claro. (C) Acumulación de trofo-
zoítos de Perkinsus sp. en el tejido conectivo. El halo que rodea el grupo de protozoos está rodeado por
numerosos hemocitos. Barra = 100 µm.
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Figura 2.3. Trofozoítos maduros de Perkinsus sp. en los tejidos de almeja babosa (Ruditapes pullastra).
Nótese la similitud de estas células parasíticas con aquéllas presentes en almeja japonesa (Fig. 2.2). Los
trofozoítos poseen una vacuola interna de gran tamaño y un núcleo oscuro en el citoplasma. Su presencia
se encuentra asociada con fuertes infiltraciones hemocitarias. Estos trofozoítos pueden aparecer individual-
mente (A) o agrupados en racimos de tamaño variable (B). En este último caso, los grupos suelen observar-
se rodeados por un halo claro. Barra = 50 µm.
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Figura 2.4. Trofozoítos maduros de Perkinsus sp. en los tejidos de almeja fina (Ruditapes decussatus). La
morfología de este estadio del ciclo de vida, con una vacuola de gran tamaño y un núcleo oscuro, es similar
a la de Perkinsus sp. en almeja japonesa (Fig. 2.2) y almeja babosa (Fig. 2.3). (A) Perkinsus sp. (flechas)
en el epitelio branquial, asociado a una fuerte reacción hemocitaria y disgregación de los tejidos. (B) Perkin-
sus sp. en el tejido muscular. El grupo formado por cuatro trofozoítos maduros está rodeado por un halo
claro. Entre los numerosos hemocitos que constituyen la infiltración hemocitaria se distinguen algunos
fragmentos de músculo (flechas). Barra = 50 µm.
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Las células de Perkinsus sp. se localizaban principalmente en las branquias y en el tejido
conectivo adyacente al epitelio digestivo y a los túbulos digestivos (Fig. 2.4A). En el caso
de infección generalizada, el parásito se encontraba presente en todos los tejidos del hos-
pedador, incluyendo el tejido que rodea las ovogonias y el músculo (Fig. 2.4B). Con fre-
cuencia observamos células de Perkinsus sp. en el interior de hemocitos granulares (Fig.
2.5).
Figura 2.5. Trofozoítos maduros de Perkinsus sp. en el interior de hemocitos, probablemente granulocitos,
de almeja fina (Ruditapes decussatus). Barra = 25 µm.
El estadio del ciclo de vida de Perkinsus más abundante en los tejidos de almeja era el tro-
fozoíto maduro (Fig. 2.6). El citoplasma se encontraba ocupado en su mayor parte por una
vacuola de gran tamaño sin vacuoplasto, y en el interior del núcleo era claramente visible
el nucleolo (Fig. 2.6C). Los trofozoítos solían encontrarse agrupados formando conjuntos
de células de 2 a más de 20 individuos. Normalmente, las células de cada grupo se en-
contraban en la misma fase de crecimiento, esto es, eran de similar tamaño y fase de desa-
rrollo.
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Figura 2.6. Vista general de tejidos de almeja fina (Ruditapes decussatus) intensamente infectados con
Perkinsus sp. Nótese la fuerte reacción hemocitaria (A) y los halos claros rodeando los racimos de células
parasitarias (B). El estadio más prevalente es el trofozoíto maduro (detalle en C), con una vacuola interior y
el núcleo con su nucleolo. Barra = 100 µm (A), 50 µm (B) y 15 µm (C).
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En las preparaciones histológicas también observamos células en división palintómica,
tomontes según Perkins (1996) (Fig. 2.7). Éstos eran de mayor tamaño que los trofozoítos,
y solían presentarse individualmente. Las células pre- palintómicas, de tamaño similar a
los tomontes, presentaban un aspecto denso e indiferenciado debido a la pérdida de la
vacuola por mezcla con el citoplasma (Fig. 2.7A). Tras la primera y segunda división pa-
lintómica, las células hijas (dos y cuatro, respectivamente) eran fácilmente distinguibles en
el interior del tomonte (Fig. 2.7B-D). Cuando el número de células hijas era muy elevado,
el aspecto del tomonte era granulado con muchos núcleos oscuros (Fig. 2.7E). En ocasio-
nes, la vacuola del trofozoíto maduro parecía no desaparecer antes de la división, y dicha
vacuola se dividía también durante la palintomía de modo que las células hijas en el inte-
rior del tomonte poseían ya vacuola (Fig. 2.7B, C, F). Con menor frecuencia que los esta-
dios descritos previamente, y de menor tamaño que éstos, encontramos trofozoítos inma-
duros sin vacuola (Fig. 2.8, flechas blancas). Su citoplasma mostraba un aspecto
indiferenciado en el que sólo se identificaba el núcleo con su nucleolo. En general, el ta-
maño de las células de Perkinsus presentes en los tejidos del hospedador variaba de 3 a 15
µm.
Rodeando los grupos de células del parásito se distinguía con frecuencia un halo
claro a modo de cápsula vacía (Fig. 2.8A). En algunas ocasiones, sin embargo, dicha cáp-
sula parecía llena de algún material denso (Fig. 2.8B). Alrededor de cualquiera de los dos
tipos de cápsula se agrupaba un gran número de hemocitos. En general, la presencia de
Perkinsus siempre estaba asociada con una fuerte reacción hemocitaria por parte del hos-
pedador. Cuando la infección era muy intensa, el tejido de la almeja mostraba un aspecto
disgregado con infiltración hemocitaria masiva.
Figura 2.7 (derecha). Palintomía de Perkinsus sp. en el tejido de almeja fina (Ruditapes decussatus). (A) Los
trofozoítos maduros pierden la vacuola, probablemente por mezcla con el citoplasma, y adquieren un as-
pecto uniforme. (B, C, F) Algunas veces, los trofozoítos no pierden la vacuola antes de comenzar la palinto-
mía, y esta inclusión se divide con las sucesivas citoquinesis. En este caso, los trofozoítos inmaduros ya
presentan vacuola en el interior del tomonte. Los tomontes en fase de división de dos (B, C) y cuatro células
(D; las flechas señalan los núcleos de las cuatro células hijas) se distinguen con facilidad.(E) Cuando el
número de células hijas es muy elevado, el tomonte adquiere un aspecto granular con muchos núcleos
oscuros en su interior, correspondientes a las células hijas. (F) Si la vacuola no desaparece antes de la pa-
lintomía, el tomonte en fase de división avanzada tiene un aspecto multivacuolado. Barra = 25 µm.
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Figura 2.8. Comparación de dos encapsulaciones de grupos de Perkinsus sp. en los tejidos de almeja fina
(Ruditapes decussatus). (A) Generalmente, los trofozoítos maduros e inmaduros están rodeados por un halo
claro que semeja una cápsula vacía. (B) En algunas ocasiones, observamos cápsulas sólidas en las que se
incluían los trofozoítos. Los hemocitos parecen participar en la formación de la vacuola, puesto que su ma-
terial citoplasmático parece de la misma naturaleza que el material de la cápsula, y algunos hemocitos se
sitúan próximos al perímetro de la cápsula como si se estuvieran uniendo a ella. En ambas figuras (2.8A y
2.8B) observamos trofozoítos inmaduros (flechas blancas), con un citoplasma indiferenciado sin vacuola y
un núcleo muy definido con su nucleolo. Barra = 25 µm.
4. DISCUSIÓN
En general, la morfología y distribución de las células parasitarias que observamos en los
tejidos de las tres especies de almeja coincide con lo descrito para Perkinsus atlanticus de
Portugal y del Mediterráneo español (Azevedo 1989, Montes et al. 1995a), P. marinus (Per-
kins 1996), P. olseni (Lester y Davis 1981), P. qugwadi (Blackbourn et al. 1998, Bower et al.
1999) y Perkinsus sp. (Figueras et al. 1992, Hamaguchi et al. 1998, Maeno et al. 1999,
McLaughlin y Faisal 1998a, Sagristà et al. 1995).
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La morfología de los tomontes con células hijas vacuoladas es muy similar a la que pre-
senta P. marinus de ostra y Perkinsus sp. de Mya arenaria en cultivo (McLaughlin y Faisal
1998b, Perkins 1996). Por otra parte, el Perkinsus sp. de almeja de Galicia coincide con P.
olseni en la ausencia de vacuoplasto en el interior de la vacuola de los trofozoítos maduros
(Lester y Davis 1981). P. marinus, por el contrario, sí posee esta inclusión en el interior de
la vacuola (Perkins 1996). Esta es la primera vez que se describe Perkinsus sp. en almeja
babosa de Galicia. Como vimos en la sección de Antecedentes, la presencia de Perkinsus en
esta especie de almeja sólo se había citado anteriormente en la costa onubense española
(Navas et al. 1992).
Al igual que sucede para otros patógenos (Introducción, apartado 2. a), la res-
puesta inicial del hospedador a la infección por Perkinsus es la hemocitosis y la migración
de los fagocitos circulantes al lugar de la invasión parasitaria (Fisher 1986, Lauckner 1983).
Este es el origen de la severa infiltración hemocitaria asociada a Perkinsus que hemos ob-
servado en las tres especies de almeja estudiadas. Cuando la infección es intensa, las acu-
mulaciones hemocitarias pueden observarse macroscópicamente como quistes blancos
(Lauckner 1983), semejantes a los descritos en almejas parasitadas por P. atlanticus y Per-
kinsus sp. (Azevedo 1989, Montes et al. 1995a, Sagristà et al. 1995) y a los que encontramos
en las tres especies de almeja objeto de este estudio.
La encapsulación de Perkinsus tiene su origen en la secreción de una proteína espe-
cífica contra el patógeno por parte de los granulocitos que han migrado al tejido conectivo
(Montes et al. 1995b, 1996, 1997). En el caso de P. atlanticus del Mediterráneo, el principal
componente de esta cápsula es la proteína p225, específicamente producida por la almeja
fina contra este protozoo (Montes et al. 1996, 1997). En nuestro caso, el halo claro que ro-
deaba frecuentemente a las células de Perkinsus sp. parecía una cápsula vacía. Podría ser
posible que el material de la cápsula hubiera sido extraído durante el procesado histológi-
co de los tejidos. Sin embargo, esto no explica que algunas de las cápsulas observadas
muestren un aspecto denso, semejante al descrito para el Perkinsus sp. del Mediterráneo
(Montes et al. 1995a) y para otras especies de Perkinsus (McLaughlin y Faisal 1998a). Los
productos secretados por P. marinus in vitro y, en particular, las proteasas que éstos con-
tienen, inhiben diversos mecanismos de defensa del hospedador (Anderson 1999, Garreis
et al. 1996) y degradan ciertas proteínas del suero de la ostra (Oliver et al. 1999). Además,
es sabido que las proteasas de los parásitos protozoos son capaces de digerir las proteínas
del hospedador para facilitar así su invasión (McKerrow 1989, McKerrow et al. 1993). Es
posible que Perkinsus sp. libere proteasas semejantes a las de P. marinus, y sean éstas las
responsables, al menos en parte, de la degradación de la cápsula y, en consecuencia, de la
anulación de este mecanismo defensivo. La razón por la que algunas de las cápsulas per-
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manecen intactas podría ser su reciente formación o la encapsulación de parásitos poco
activos o muertos.
En general, se asume que Perkinsus entra en el hospedador a través de la alimenta-
ción/ filtración (Chu 1996). A partir del epitelio branquial, el parásito invade el tejido co-
nectivo llegando al epitelio digestivo. Las células epiteliales de los túbulos digestivos y los
hemocitos fagocitan los patógenos y falicitan probablemente su transporte al tejido co-
nectivo y a los senos sanguíneos, desde donde se distribuyen a todo el organismo a través
de la hemolinfa (Lauckner 1983, Andrews 1988). Los tejidos de ostra con mayor grado de
infección por P. marinus son las branquias, la región de la glándula digestiva y el manto
(Lauckner 1983, Oliver et al. 1998). En almeja fina, el tejido conectivo de los órganos es el
que muestra una mayor presencia de Perkinsus (Chagot et al. 1987). Estos resultados coin-
ciden con nuestras observaciones en tejido de almeja fina, babosa y japonesa infectada con
Perkinsus sp.
Cheng (1988) define a Perkinsus marinus como un parásito extracelular aunque
puede ser fagocitado por los hemocitos y destruido intracelularmente. En cambio, Perkins
(1996) considera que, a pesar de que las células parasitarias pueden encontrarse libres en
el tejido conectivo, en lesiones o en el espacio entre células epiteliales, son más frecuente-
mente localizadas en los fagosomas de los hemocitos. Al igual que Sagristà et al. (1995),
nosotros hemos localizado células de Perkinsus sp. en el interior de hemocitos granulares.
Ya en la Introducción apuntábamos la mayor capacidad fagocítica de los granulocitos
frente a los hialinocitos. Si el hemocito no es capaz de destruir el parásito, éste crecerá en
el interior de la célula sanguínea hasta llegar a lisarla (Perkins 1996). Los gránulos del he-
mocito quedarían, por tanto, libres, y podrían unirse alrededor de las células de Perkinsus
para formar la cápsula. Este proceso de formación de la cápsula ha sido sugerido y de-
mostrado por Montes et al. (1995b, 1996, 1997) y Sagristà et al. (1995).
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CAPÍTULO II
RESPUESTA INMUNE DE ALMEJA FINA INFECTADA NATURALMENTE
POR Perkinsus sp.
1. ANTECEDENTES
Como vimos en la Introducción, los moluscos poseen una serie de barreras que protegen
la integridad de los tejidos más internos, previenen la pérdida de fluidos corporales y di-
ficultan la infección por organismos patógenos (Glinski y Jarosz 1997). Una vez el patóge-
no ha entrado en el interior del hospedador, se desata la respuesta defensiva interna, cu-
yos factores celulares y humorales hemos detallado previamente. Los cambios en
determinados parámetros inmunes debidos a la presencia de un organismo infectivo han
sido descritos en muchas especies de moluscos.
La variación en el número de hemocitos circulantes en mejillón (Mytilus gallopro-
vincialis) ha sido relacionada con la infección por Marteilia refringens y Urastoma cyprinae
(Carballal et al. 1998), y en ostra (Crassostrea virginica) con la aparición de síntomas de la
enfermedad juvenil de las ostras (JOD) (Paillard et al. 1996). No existe un patrón general
de respuesta hemocitaria a las infecciones, puesto que un mismo animal reacciona de dis-
tintos modos a diferentes patógenos (Carballal et al. 1998). Otros muchos parámetros de-
fensivos, como la composición de proteínas del plasma, las actividades fagocíticas, qui-
miotácticas y de reconocimiento de los hemocitos, o la capacidad aglutinante de la
hemolinfa, han sido comparados entre moluscos infectados y libres de bacterias o parási-
tos como Haplosporidium nelsoni, Schistosoma mansoni o trematodos (Cheng et al. 1981, Ka-
naley y Ford 1990, Noda y Loker 1989, Olafsen et al. 1992, Zelck et al. 1995). Los resultados
de estos estudios demuestran la imposibilidad de generalizar la reacción defensiva y los
cambios en los parámetros inmunes del hospedador frente a la infección por un patógeno.
Existe una gran cantidad de información sobre el sistema defensivo de distintas especies
de ostra infectada por Perkinsus marinus; estos resultados serán comentados en la sección
de Discusión de este mismo Capítulo. Por otra parte, también se han realizado numerosos
estudios comparativos de la respuesta defensiva de moluscos resistentes y susceptibles a
un determinado patógeno cuando son infectados por él (Bezerra et al. 1997, Ford 1986,
Ford et al. 1993,).
La presencia de Perkinsus se ha asociado en diversas ocasiones con mortalidades
de almeja fina en distintos puntos de la costa europea, tanto atlántica (Chagot et al. 1986,
1987, Figueras et al. 1992, González Herrero et al. 1987, Ruano y Cachola 1986) como me-
diterránea (Da Ros y Canzonier 1985). Sin embargo, y en contraste con el caso de ostra
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infectada por P. marinus en los Estados Unidos, todavía no se ha descrito la respuesta in-
mune
de la almeja a la parasitación por Perkinsus. Teniendo en cuenta que el conocimiento del
sistema defensivo y del estado inmune de los moluscos de importancia económica es ne-
cesario para el control y la prevención de las enfermedades (Bàchere et al. 1995, Roch
1999), en el presente Capítulo estudiaremos la respuesta defensiva de almejas finas infec-
tadas por Perkinsus sp. en comparación con la de almejas libres del parásito.
2. MATERIALES Y MÉTODOS
2. a) Procedencia y mantenimiento de las almejas
Las almejas finas (Ruditapes decussatus), de tamaño comercial, se recogieron en
Campelo (Ría de Pontevedra, Galicia), zona enzoótica para Perkinsus. Los animales se
mantuvieron en acuarios con aireación a 15 ºC de temperatura y 33‰ de salinidad, en
circuito abierto. Las almejas se alimentaron con cinco dosis diarias de 105 células/ ml de
las algas Isochrysis galbana y Tetraselmis svecica. Cuando las microalgas se añadían al tan-
que, el circuito de agua se cerraba durante una hora. Las almejas se aclimataron a estas
condiciones durante un mes antes de ser usadas en los ensayos.
2. b) Diseño experimental
El experimento se repitió dos veces usando 30 almejas en cada réplica. La concha
de cada animal fue agujereada para extraer, con una jeringuilla de insulina estéril, 600 µl
de hemolinfa. De esta cantidad se apartaron 60 µl y se mantuvieron en hielo hasta que se
realizó el ensayo de fagocitosis y el recuento de hemocitos (menos de 1 h en todos los ca-
sos). El resto de la hemolinfa se centrifugó durante 10 min a 1000 × g (4 ºC) para sedi-
mentar las células. Finalmente, el suero se recogió y congeló a -80 ºC hasta que se midie-
ron los parámetros inmunes humorales.
Para determinar la intensidad de la infección por Perkinsus seguimos la técnica del
RFTM descrita en el apartado 2. b) del Capítulo I. Establecimos 6 categorías de infección,
como sugiere Ray (1954), según la abundancia de hipnosporas presentes en las branquias:
de 1 (infección muy severa) a 6 (infección muy ligera). Los animales no infectados se cate-
gorizaron como 0.
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2. c) Medición de parámetros inmunes celulares
• Densidad de hemocitos. Para determinar el número de hemocitos por ml de hemo-
linfa en cada individuo realizamos recuentos directos bajo el microscopio en una cámara
de Neubauer. Para cada individuo calculamos la media y desviación estándar de dos re-
cuentos.
• Fagocitosis. El ensayo de fagocitosis se llevó a cabo siguiendo lo descrito por La
Peyre et al. (1995b). Brevemente, se depositaron 20 µl de hemolinfa sobre un porta en una
cámara húmeda y se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente, tiempo en el que
los hemocitos se adhirieron a la superficie. Después se añadieron 20 µl de una suspensión
de zimosán A (Sigma) (1 mg/ml en ASW 35‰), y tras 45 min de incubación en una cáma-
ra húmeda a temperatura ambiente, los portas se lavaron 2 veces, se tiñeron con Hema-
color y se montaron con DePex. Para cada individuo se realizaron dos réplicas, y en cada
réplica se hicieron dos recuentos de al menos 200 hemocitos. Los resultados se expresaron
como tasa de fagocitosis ([número de hemocitos fagocíticos/ número total de hemocitos
contados] × 100 ).
2. d) Medición de parámetros inmunes humorales
• Actividad de la lisozima. Este ensayo se realizó siguiendo una modificación de la
técnica descrita por Santarém y Figueras (1995). El suero se depositó en placas de 96 poci-
llos, 25 µl en cada pocillo, por triplicado. Después se añadieron 175 µl de una suspensión
de Micrococcus lysodeyticus (Sigma) (75 mg/ml en tampón fosfato 0,1 M con un 0,09% de
NaCl,  pH 5,8) y, tras agitar la placa, se midió el descenso en absorbancia durante 5 min a
450 nm en un multiscan (Labsystems). Las actividades lisozimas se convirtieron a con-
centraciones de lisozima usando como estándar lisozima de clara de huevo.
• Actividad bactericida del suero. Este parámetro se cuantificó comparando la viabi-
lidad de una bacteria en suero con su viabilidad en caldo de soja triptona (triptone soy
broth, TSB) (control positivo) (técnica adaptada de Graham et al. 1988). Para ello deposi-
tamos 25 µl de suero en cada pocillo de una placa de 96 pocillos, por triplicado para cada
muestra. El suero se sustituyó por TSB en los controles. Después añadimos a cada pocillo
75 µl de una suspensión de Escherichia coli (108 células/ml en TSB) y, tras agitar la placa,
ésta se incubó 3 h a 18 ºC. La placa se centrifugó 10 min a 200 × g, el sobrenadante se dese-
chó y se añadieron a cada pocillo 100 µl de 3- (bromuro de 4, 5- dimetiltiazol- 2- il) 2, 5-
difeniltetrazolio (MTT) (Sigma) (0,5 mg/ml en TSB). La placa se incubó 15 min en la oscu-
ridad a 18 ºC, y a continuación se midió la absorbancia a 600 nm. El índice de actividad
bactericida se calculó de la siguiente manera:
Índice de actividad bactericida = ABS600 muestra / ABS600 control
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• Concentración de proteínas del suero. La concentración total de proteínas se midió
espectrofotométricamente con un reactivo de tinción (Biorad) usando albúmina de suero
bovino (BSA) como estándar. Este ensayo se basa en la reacción colorimétrica descrita por
Bradford en 1976.
• Título de aglutinación. La actividad aglutinante del suero se midió añadiendo 50
µl de una suspensión al 1% de glóbulos rojos de cordero (SRBC) (Sigma) a 50 µl de dilu-
ciones seriadas de suero. La aglutinación se determinó por la ausencia de botón, formado
por los SRBC precipitados, en el fondo de los pocillos. El título de aglutinación se deter-
minó como el log2 del recíproco de la mayor dilución del suero que mostró aglutinación.
Se hicieron duplicados de todas las muestras.
2. e) Análisis estadístico
En principio las almejas se clasificaron según el grado de infección en una escala
del 6 (infección muy ligera) al 1 (infección severa) (Ray 1954). Después se codificaron los
grados de infección como 0 (no infectadas) o 1 (infectadas), este último incluyendo los
valores de 1 y 2 en la escala de Ray. Por tanto, las almejas no infectadas se compararon
sólo con aquellas muy infectadas ya que el sistema inmune de los animales con grados de
infección intermedios podría encontrarse menos influido por Perkinsus sp. y ser origen de
datos erráticos.
Para todas las parejas de tratamientos en cada réplica del experimento se halló el
coeficiente de correlación de Pearson. Para cada tratamiento se realizó un análisis de va-
rianza siguiendo el modelo:
Yij = µ + ri + dj
donde:
Yij es el valor del tratamiento,
µ es la media general,
ri es el efecto debido a la réplica, y
dj es el efecto debido al grado de infección.
También hallamos las medias por el método de cuadrados mínimos para cada tratamien-
to. La tasa de fagocitosis y la concentración de hemocitos son datos procedentes de re-
cuentos, por lo que fueron sometidos a la transformación de la raíz cuadrada como reco-
miendan Sokal y Rohlf (1995). Para estos tratamientos se muestran los intervalos de
confianza en vez del error estándar de la media. Todos los análisis estadísticos se llevaron
a cabo con el programa SAS (SAS Institute 1989).
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3. RESULTADOS
Las almejas muestreadas tenían diferentes grados de infección en las dos réplicas del ex-
perimento. En la réplica 1 había 2 almejas con grado de infección (GI) 1, 8 almejas con GI 2
y 5 almejas no infectadas. En la réplica 2 había 2 almejas con GI 1, 3 almejas con GI 2 y 5
almejas no infectadas. Los grados de infección de las demás almejas muestreadas variaban
entre 3 y 6. Puesto que sólo se tuvieron en cuenta para el análisis de los datos las almejas
más infectadas y las no infectadas, el número de individuos codificados como 1 (infecta-
dos) fue de 10 en la réplica 1 y de 5 en la réplica 2. En ambas réplicas del experimento ha-
bía 5 almejas codificadas como 0 (no infectadas).
La mayoría de los coeficientes de correlación no resultaron significativamente dis-
tintos de 0 (Tabla 2.1). Tan sólo el título de aglutinación mostró una correlación significa-
tiva con la concentración de lisozima en la réplica 1 y con la tasa de fagocitosis en la répli-
ca 2; incluso en estos casos los coeficientes de correlación no fueron muy altos (r = -0,57 y r
= -0,64 respectivamente).
Tabla 2.1. Coeficientes de correlación de Pearson para seis tratamientos medidos en dos réplicas de almejas
recogidas en un localidad enzoótica para Perkinsus. Los valores sobre y bajo la diagonal corresponden res-
pectivamente a la réplica 1 y a la réplica 2.
Infección Tasa de
fagocitosis
Densidad de
hemocitos
[Lisozima] [Proteínas] Actividad
bactericida
Título de
aglutinación
Infección — - 0,12 - 0,26 - 0,37 0,30 - 0,41 0,49
Tasa de fago-
citosis
- 0,04 — 0,13 0,07 - 0,23 - 0,39 0,03
Densidad de
hemocitos
- 0,30 0,38 — 0,11 - 0,17 0,19 - 0,14
[Lisozima] 0,33 - 0,30 - 0,33 — 0,19 0,25 -0,57**
[Proteínas] 0,23 0,55 - 0,01 - 0,25 — - 0,22 0,46
Actividad
bactericida
- 0,49 0,15 - 0,13 - 0,04 - 0,25 — - 0,33
Título de
aglutinación
0,44 - 0,64** - 0,24 - 0,29 - 0,13 - 0,58 —
** significativamente distinto de 0 para P = 0,01.
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La tasa de fagocitosis y las concentraciones de proteínas, lisozima y hemocitos no fueron
significativamente distintas en las almejas infectadas y en las no infectadas. Sin embargo,
las almejas infectadas mostraron un índice de actividad bactericida (0,53 ± 0,02) significa-
tivamente menor y un título de aglutinación (7,03 ± 0,44) significativamente mayor que las
almejas no infectadas (0,61 ± 0,03 y 5,40 ± 0,52 respectivamente) (Tablas 2.2 y 2.3). La falta
de diferencias en la concentración de hemocitos (71,66 [44,73, 116,92] × 104 células/ml en
las almejas infectadas, y 99,70 [62,13, 146,12] × 104 células/ml en las almejas no infectadas)
podría deberse a la magnitud del coeficiente de variación (CV), mayor del 30% (Tabla 2.2).
Tan elevados valores del CV impedirían la detección de diferencias reales aunque existie-
ran. Es necesario señalar que los errores estándar de las medias son bastante pequeños
(Tabla 2.3).
Tabla 2.2. Cuadrados medios de las fuentes de variación pertinentes para seis tratamientos medidos en
almejas recogidas en una localidad enzoótica para Perkinsus.
Tratamiento
Fuente de
variación
gl Tasa de fago-
citosis (%)
Densidad de
hemocitos
(células/ ml)
[Lisozima]
(µg/ ml)
[Proteínas]
(mg/ ml)
Actividad
bactericida
(índice)
Título de
aglutinación
Experimento 1 0,03 99,40 0,0266 2,19** 0,00** 124,97**
Infección 1 0,18 13,48 0,0022 0,33 0,03** 15,47**
Error 22 1,83 10,28 0,0564 0,26 0,01 2,72
CV (%) 19,2 37,02 12,6 70,7 14,69 24,1
** significativamente distinto para P = 0,01.
Tabla 2.3. Medias obtenidas por el método de los cuadrados mínimos, con sus errores estándar, de seis
tratamientos medidos en almejas recogidas en una localidad enzoótica para Perkinsus (medias de dos répli-
cas). Las medias seguidas por la misma letra en una columna no son estadísticamente distintas de acuerdo
con el test LSD (P= 0,05).
Tasa de
fagocitosis
(%)
Densidad de
hemocitos
(×104 células/ ml)
[Lisozima]
(µg/ ml)
[Proteínas]
(mg/ ml)
Actividad
bactericida
(índice)
Título de aglu-
tinación
Infectadas 48,28 (38,43,
64,93)† a
71,66 (44,73,
116,92)† a
1,88 ± 0,06 a 0,76 ± 0,14 a 0,53 ± 0,02 a 7,03 ± 0,44 a
No
infectadas
50,77 (38,93,
64,18)† a
99,70 (62,13,
146,12)† a
1,90 ± 0,08 a 0,52 ± 0,16 a 0,61 ± 0,03 b 5,40 ± 0,52 b
† Intervalo de confianza (Sokal y Rohlf 1995).
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Aunque no pudimos detectar diferencias entre las almejas infectadas y las no infectadas
para las medias de la tasa de fagocitosis y las concentraciones de hemocitos, lisozima y
proteínas como referíamos anteriormente, resulta interesante el hecho de que los trata-
mientos en la réplica 1 siguen la misma tendencia que en la réplica 2 (Fig. 2.1). La tasa de
fagocitosis, densidad de hemocitos y actividad bactericida fueron siempre mayores en las
almejas no infectadas, y la concentración de lisozima, concentración de proteínas y título
de aglutinación fueron mayores en las almejas infectadas.
Figura 2.1. Valores de los seis parámetros medidos en almejas infectadas y no infectadas en las dos réplicas
del experimento. Los resultados se expresan como media con desviación estándar (en la réplica 1, n = 5
para almejas no infectadas e = 10 para almejas infectadas; en la réplica 2, n = 5 para ambos grupos de
almejas).
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4. DISCUSIÓN
La resistencia a la enfermedad en los moluscos es dependiente en gran medida del au-
mento de la actividad hemocítica (Fisher y Newell 1986a). Dentro de ésta, uno de los más
importantes mecanismos de defensa celular es la fagocitosis (Feng 1988), que en nuestros
experimentos tendió a disminuir en las almejas infectadas con Perkinsus sp. Estos resulta-
dos coinciden con los que La Peyre et al. (1995b) obtuvieron en ostras infectadas con P.
marinus. Los productos extracelulares (ECP) de P. marinus inhiben in vitro la movilidad de
los hemocitos, siendo éste un parámetro muy relacionado con la actividad fagocítica (Ga-
rreis et al. 1996). Por tanto, es posible que las células parasitarias liberen estos productos
en el interior de la almeja, inhibiendo así la respuesta inmune de los hemocitos y favore-
ciendo la invasión de los tejidos (Anderson 1996b).
El número de hemocitos en los moluscos varía entre especies e individuos, e inclu-
so está condicionado por la edad, la frecuencia cardíaca o la técnica de sangrado (Adema
et al. 1991). Los cambios en las condiciones de vida de los moluscos, como la variación en
temperatura del agua o la exposición al aire, también alteran el número de hemocitos cir-
culantes (Thompson et al. 1978). Por tanto, el elevado CV de la concentración de hemocitos
podría ser debido a su dependencia de numerosos factores aparte de la infección por Per-
kinsus. Las almejas infectadas naturalmente con Perkinsus sp. mostraron una clara tenden-
cia a disminuir el número de hemocitos circulantes, contrariamente a lo descrito en ostras
infectadas con P. marinus (Anderson et al. 1992b, 1995a,  Chu y La Peyre 1993b, La Peyre et
al. 1995b). Las células de Perkinsus pueden crecer y dividirse en el interior de los hemoci-
tos del hospedador, causando finalmente la ruptura de estas células sanguíneas (Perkins
1996). Esto podría explicar que, aunque en los primeros momentos de la infección se pro-
dujera un aumento de la concentración de hemocitos, como está descrito para P. marinus,
este parámetro disminuya cuando el grado de infección es muy elevado.
Algunos estudios en ostras infectadas con P. marinus describen la ausencia de dife-
rencias significativas en la concentración de lisozima entre individuos infectados y no
infectados (Chu y La Peyre 1989, 1993a, Chu et al. 1993), resultado que coincide con el que
nosotros obtuvimos para almejas infectadas con Perkinsus sp. Otros autores, sin embargo,
encuentran un ligero descenso en la concentración del enzima en ostras infectadas por P.
marinus (La Peyre et al. 1995b) o en muestras de suero de ostra tratadas con ECP del pará-
sito (Garreis et al. 1996). Por último, Chu y La Peyre (1993b) describen un aumento de los
niveles de lisozima en el suero de ostras infectadas con P. marinus. Los cambios en la
composición de la hemolinfa de los moluscos (Fisher y Newell 1986b), particularmente en
la actividad de la lisozima (Chu 1988, Steinert y Pickwell 1985), pueden deberse a factores
ambientales; por ello, los cambios in vivo de esta actividad no deben ser sólo atribuidos a
la activación de una respuesta defensiva en la almeja. Esto podría explicar la falta de con-
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cordancia en los resultados de los autores antes mencionados en cuanto a la relación de
este parámetro con la infección por Perkinsus. Además, puede ser la razón por la que la
concentración de lisozima no resultó correlacionada en nuestros experimentos con el índi-
ce de actividad bactericida y la tasa de fagocitosis, a pesar del conocido efecto antimicro-
biano de la lisozima y del aumento de la liberación de enzimas lisosomales (entre los que
se incluye la lisozima) por los hemocitos granulares al tiempo que se produce la fagocito-
sis (Cheng et al. 1975, Mohandas et al. 1985). Las almejas infectadas muestran una tenden-
cia a aumentar la concentración de lisozima y disminuir la densidad de hemocitos en las
dos réplicas de nuestro experimento, lo que podría atribuirse a la ruptura de la membrana
de las células sanguíneas debido al crecimiento de parásitos fagocitados. Puesto que la
lisozima se acumula en el interior de los fagosomas de los hemocitos (Maginot et al. 1989)
y estos orgánulos son destruidos en las almejas enfermas (Beckmann et al. 1992), el enzima
puede ser liberado al exterior cuando se daña la pared de los hemocitos.
Los resultados de los estudios realizados sobre la concentración de proteínas en el
suero de ostras infectadas con P. marinus resultan contradictorios. Según Chu et al. (1993),
los animales infectados muestran una mayor concentración de proteínas que los animales
sanos; en cambio, La Peyre et al. (1995b) describen justamente el fenómeno contrario.
También hay estudios en los que no se encuentran diferencias en este parámetro entre las
ostras parasitadas y las no parasitadas (Chu y La Peyre 1989, 1993a). Esta falta de concor-
dancia se debe probablemente a que el efecto de la infección por Perkinsus en la concentra-
ción de proteínas es difícil de determinar, puesto que depende de factores como la esta-
ción del año, el hábitat o la temperatura (Chu y La Peyre 1989, Fisher y Newell 1986b).
Esto podría explicar también el elevado CV de este parámetro en nuestros experimentos.
La tendencia que sigue la concentración de proteínas, siendo mayor en las almejas infec-
tadas por Perkinsus sp. que en las no infectadas, podemos interpretarla, al igual que La
Peyre et al. (1995b), como una posible reacción humoral del hospedador a la infección pa-
rasítica.
Las aglutininas favorecen la fagocitosis actuando como opsoninas (Olafsen et al.
1992). De hecho, la aglutinación de partículas no propias supone un primer paso en el
proceso de reconocimiento y ulterior ingestión por los hemocitos del hospedador del ma-
terial aglutinado (Chu 1988). A pesar de la teóricamente estrecha relación que existe entre
la tasa de fagocitosis y el título de aglutinación, estos dos parámetros sólo resultaron co-
rrelacionados en la réplica 2 de nuestro experimento.
El nivel de aglutininas en el suero de ostra no depende del grado de infección de P.
marinus (Chintala et al. 1994, Chu y La Peyre 1993a, Fisher et al. 1992), a pesar del efecto
inhibitorio de los ECP de P. marinus sobre el título de hemaglutinación del suero de estos
bivalvos (Garreis et al. 1996). Las almejas infectadas por Perkinsus sp. muestran un título
de aglutinación significativamente mayor que las almejas no infectadas. En nuestro estu-
dio, por tanto, las aglutininas podrían estar involucradas de alguna manera en la reacción
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defensiva del hospedador contra la infección por Perkinsus sp. Este mismo aumento en el
título de aglutinación ha sido descrito en el suero procedente de ostra del Pacífico
(Crassostrea gigas) previamente expuesta a P. marinus (La Peyre et al. 1995b).
En resumen, parece que la infección por Perkinsus sp. condiciona la actividad bac-
tericida y la capacidad aglutinante del suero de almeja, y podría ser una de las fuentes de
variación para los demás parámetros inmunes medidos. Sin embargo, la gran variabilidad
entre individuos y el elevado número de factores no controlados en las infecciones natu-
rales han podido enmascarar el efecto directo de la infección en el sistema inmune de la
almeja.
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CAPÍTULO III
CULTIVO in vitro DE Perkinsus
1. ANTECEDENTES
El cultivo de un parásito proporciona una fuente continua y homogénea del mismo que
facilita enormemente su estudio. Recientemente, se han conseguido establecer cultivos in
vitro de Perkinsus marinus de tres distintas maneras. Kleinschuster y Swink (1993) optaron
por resuspender el parásito aislado de los tejidos en medio L-15 con suero fetal bovino
(FBS) y hemolinfa de ostra, suplementando este medio con otros componentes en menores
cantidades. La Peyre et al. (1993) diseñaron un medio de cultivo denominado JL-ODRP-1,
compuesto de sales inorgánicas, elementos traza, aminoácidos, carbohidratos, vitaminas,
derivados de ácidos nucleicos, lípidos, proteínas y muchas otras sustancias disueltas en
agua Milli-Q. A pesar de que este método fue posteriormente perfeccionado (La Peyre y
Faisal 1995), tiene el inconveniente de que la preparación del medio es muy laboriosa.
Para facilitar determinados experimentos, como el estudio de la incorporación de qui-
mioterápicos o el desarrollo de anticuerpos monoclonales contra Perkinsus, la formulación
del medio JL-ODRP-1 se modificó en años posteriores dando lugar al JL-ODRP-3, medio
totalmente libre de proteínas (La Peyre y Faisal 1997). Por último, Gauthier y Vasta (1993,
1995) desarrollaron y optimizaron el cultivo de P. marinus en un medio de cultivo comer-
cial, de manera semejante a la descrita por Kleinschuster y Swink (1993) pero sin la adi-
ción de suero de ostra. La elaboración del medio propuesto por Gauthier y Vasta (1993) es
sencilla y permite el crecimiento continuo del parásito in vitro.
En general, tanto la morfología al microscopio óptico como la ultraestructura de
las células de P. marinus cultivadas son semejantes a las del parásito en el tejido del hos-
pedador (Gauthier y Vasta 1993, 1995, Kleinschuster et al. 1994, La Peyre et al. 1993). Sin
embargo, el parásito alcanza tamaños mayores in vitro que in vivo (Gauthier y Vasta 1993,
Kleinschuster y Swink 1993, La Peyre et al. 1993), probablemente debido al rico ambiente
nutricional que proporcionan los medios de cultivo (Perkins 1996). Esta diferencia de ta-
maños entre las células cultivadas y las células en los tejidos del hospedador desaparece
cuando el parásito crece en un medio de cultivo libre de proteínas (La Peyre y Faisal 1996,
1997). Por otra parte, existen dos tipos de división de las células en cultivo: por palintomía
o esquizogonia (Gauthier y Vasta 1993, Kleinschuster y Swink 1993, La Peyre et al. 1993) y
por fisión binaria (Gauthier y Vasta 1993, La Peyre et al. 1993). La primera es similar a la
descrita para P. marinus in vivo (Perkins 1996), y la segunda, raramente observada in vivo
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(Mackin, Owen y Collier 1950), es la forma de crecimiento habitual in vitro de las pobla-
ciones celulares que muestran una alta tasa de crecimiento (La Peyre 1996).
En el presente Capítulo expondremos la metodología empleada para establecer
cultivos in vitro de Perkinsus aislado de almeja fina de Galicia. Asimismo, describiremos la
morfología del parásito en cultivo, y determinaremos las condiciones óptimas de cultivo y
el modo de conservación de las células cultivadas. Por último, probaremos la capacidad
infectiva del parásito cultivado. Los resultados obtenidos se discutirán y compararán con
aquellos descritos para P. marinus.
2. MATERIALES Y MÉTODOS
2. a) Diagnóstico de Perkinsus por RFTM
Las almejas finas (Ruditapes decussatus) de las que se aisló Perkinsus procedían de
Campelo (Ría de Pontevedra, Galicia), al igual que en capítulo anterior. Los animales se
recogieron en agosto de 1998, y se mantuvieron en acuarios y alimentaron del mismo mo-
do que detallamos en el apartado 2. a) del Capítulo II. Para detectar la infección por Per-
kinsus empleamos la técnica del RFTM explicada en el apartado 2. b) del Capítulo I. Este
tratamiento se aplicó a las branquias de 30 almejas procedentes de Campelo, escogidas
aleatoriamente, para corroborar la teóricamente segura presencia del parásito en las al-
mejas de esta localidad.
2. b) Establecimiento de cultivos primarios
• A partir de tejido. Las branquias de las almejas se introdujeron en RFTM y, tras 3
días de incubación en la oscuridad a temperatura ambiente, la mitad de cada branquia se
tiñó con yodo de Lugol para diagnosticar la presencia del parásito. La otra mitad de
aquellas branquias que resultaron positivas se bañó durante 2 h en 1000 U/ml de penicili-
na/ estreptomicina (P/S, Life Technologies). Las branquias se trituraron sobre un filtro de
200 µm con ayuda de una espátula y de agua de mar artificial estéril al 35‰ de salinidad
(ASW 35‰). El filtrado se centrifugó 10 min a 3.000 × g y el precipitado se resuspendió en
el medio de cultivo descrito por Gauthier y Vasta (1995) para el cultivo de Perkinsus mari-
nus. La composición de dicho medio es la siguiente: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM): Ham’s F12 (1: 2) con tampón Hepes (50 mM), bicarbonato sódico (3,5 mM), 5%
de suero fetal bovino (FBS) y 100 U/ml de P/S, en ASW 35‰. Para facilitar el cuidado y
mantenimiento de estos cultivos primarios empleamos placas de poliestireno de 24 poci-
llos. Parte del sobrenadante de cada pocillo (500 µl) era reemplazado cada día por medio
de cultivo fresco, para asegurar la presencia de nutrientes en los cultivos.
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• A partir de hemolinfa. La concha de las almejas se agujereó con un torno, y a través
del orificio se extrajo 1 ml de hemolinfa del músculo aductor con una jeringuilla de insuli-
na. Para prevenir el crecimiento bacteriano, se añadió 1 ml de ASW 35‰ con 4.000 U/ml
de P/S a cada ml de hemolinfa en una placa de 24 pocillos. Tras 12 horas de incubación, el
contenido de los pocillos se centrifugó (10 min a 1.500 × g) y el sobrenadante se eliminó
cuidadosamente con una micropipeta. Las células se resuspendieron de nuevo en ASW
35‰ con 4.000 U/ml de P/S y se incubaron otras 12 horas. Tras un nuevo centrifugado en
las condiciones previas, las células se resuspendieron en el medio de cultivo descrito con
anterioridad. El medio se cambió dos veces durante la primera semana, y cuando el nú-
mero de células de Perkinsus superó las 107 células/ml se realizó el subcultivo.
La temperatura de incubación en todos los casos fue de 26 ºC, y los cultivos se ob-
servaron diariamente al microscopio invertido de contraste de fases para seguir su evolu-
ción.
2. c) Microscopía electrónica (Hunter 1993)
• Tinción negativa de las zoosporas. Para obtener zoosporas, las células del aislado de
Perkinsus en fase exponencial de crecimiento se resuspendieron en ASW 35‰. Al cabo de
3 días de incubación a 26 ºC se produjo la zoosporulación. La suspensión celular se centri-
fugó entonces 10 min a 100 × g para separar las zoosporas, que permanecían en el sobre-
nadante sin precipitar debido a su pequeño tamaño, de los restantes estadios de desarro-
llo del parásito. Dicho sobrenadante fue fijado durante 2 h en OsO4 al 1% preparado en
tampón cacodilato al 2%. Con una pipeta Pasteur se depositaron gotas de la suspensión
fijada en rejillas cubiertas con formvar. Al cabo de 30 minutos se retiró el exceso de líqui-
do con papel de filtro. Este procedimiento se siguió con distintos stocks de Perkinsus. Las
rejillas se observaron con un microscopio electrónico de transmisión Philips CM 100.
• Ultraestructura del parásito cultivado. Las células en cultivo se recogieron cuando
se encontraban en fase exponencial de crecimiento. Tras dos lavados en ASW 35‰, se
fijaron con tetróxido de Osmio (OsO4) al 1% en tampón cacodilato sódico 0,1 M durante 1
h a temperatura ambiente con agitación constante. Las células ya fijadas se lavaron luego
dos veces con agua destilada, se deshidrataron en una serie de alcoholes y óxido de pro-
pileno, y se incluyeron en la resina Poly Bed 812 Araldite (Polysciences, Inc.). Las seccio-
nes semifinas, teñidas con azul de toluidina (Apéndice), y las ultrafinas, doblemente teñi-
das con acetato de uranilo y citrato de plomo (Apéndice), se cortaron con un
ultramicrotomo Reichert Ultracut S (Leica). Los cortes ultrafinos se examinaron con un
microscopio electrónico de transmisión Philips CM 100.
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2. d) Determinación de la tasa de crecimiento
La tasa de crecimiento del parásito se determinó por recuento directo diario de la
densidad celular en una cámara de Neubauer. Cada día se calcularon la media y desvia-
ción estándar de cuatro recuentos.
2. e) Selección del medio de cultivo
Para determinar el medio de cultivo óptimo para nuestro aislado de Perkinsus,
cuantificamos el crecimiento del parásito a 26 ºC en tres medios distintos:
• ASW al 35‰ con 100 U/ml de P/S,
• Minimum Essential Medium (MEM) preparado en ASW al 35‰ con un 0.25% de
bicarbonato sódico y 100 U/ml de P/S, y
• medio de cultivo descrito anteriormente con el que se comenzaron los cultivos
primarios.
Para cada medio se probaron dos concentraciones de FBS distintas, 5 y 10%.
2. f) Optimización de las condiciones de cultivo
Para determinar el efecto de la densidad de inóculo, temperatura y salinidad en la
proliferación de nuestro aislado de Perkinsus (4 réplicas en cada muestreo), usamos el ter-
cer medio especificado en el experimento anterior con un 5% de FBS, esto es, Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM): Ham’s F12 (1: 2) con tampón Hepes (50 mM), bicarbo-
nato sódico (3,5 mM), un 5% de Suero Fetal Bovino (FBS) y 100 U/ml de P/S en ASW
35‰ (excepto para el ensayo de salinidad). Para la realización y comparación de las cur-
vas de crecimiento en cada condición, el número de células de Perkinsus era cuantificado
diariamente. Los cultivos se mantuvieron durante el experimento en placas de 24 pocillos,
de modo que cada día se tomaba la muestra correspondiente de un pocillo distinto para
evitar la alteración de las condiciones de cultivo.
• Densidad de inóculo. Los cultivos se comenzaron con tres densidades iniciales, 106,
105 y 104 células/ml. La temperatura de incubación era de 26 ºC.
• Temperatura. Se cuantificó el crecimiento de cultivos de densidad inicial 104 cé-
lulas/ml incubados a 5, 16, 20, 26 y 37 ºC.
• Salinidad. Se midió la tasa de crecimiento de cultivos de densidad inicial 104 cé-
lulas/ml a las salinidades 15, 25, 35 y 40‰. Dichas salinidades se obtuvieron variando la
cantidad de sales añadidas al ASW en que se preparaba el medio de cultivo.
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2. g) Crioconservación
La crioconservación de nuestro aislado de Perkinsus cultivado se llevó a cabo si-
guiendo el método descrito por Gauthier y Vasta (1995) y que a continuación se detalla.
Para no dañar las células, los cultivos se centrifugaron suavemente (10 minutos a 500 × g),
y las células precipitadas se resuspendieron en DMEM: Ham’s F-12 (1: 1) al 40% en ASW
35‰ con un 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) y un 50% de FBS. La suspensión celular se
alicuotó en crioviales y se enfrió gradualmente (15 minutos a 5 ºC y 2 horas o toda la no-
che a -20 ºC ), hasta conservarse finalmente a -80 ºC. Al cabo de 5 meses se comprobó la
viabilidad de los cultivos congelados, descongelando los crioviales en un baño de etanol
al 70% y lavando dos veces las células en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM):
Ham’s F12 (1: 2) con tampón Hepes (50 mM), bicarbonato sódico (3,5 mM ), 5% de FBS y
100 U/ml de P/S en ASW 35‰. Finalmente, las células se resuspendieron en este medio y
se incubaron a 26 ºC.
2. h) Infectividad del parásito cultivado
Mantuvimos una población de almeja fina procedente de Camariñas en los acua-
rios durante 1 mes para que se aclimatara antes de la experimentación. Para determinar la
ausencia de Perkinsus en esas almejas, recogimos y analizamos 50 individuos mediante
RFTM e histología como detallábamos en el Capítulo I (apartados 2. b y 2. c). En un tan-
que de unos 10 l depositamos 6 almejas y les añadimos 120 ml de cultivo de nuestro aisla-
do de Perkinsus de densidad 107 células/ ml. Durante el tiempo que duró el experimento
no alimentamos a las almejas y elevamos la temperatura del agua a 21 ºC para favorecer la
infección. En el tanque control mantuvimos el mismo número de animales en las mismas
condiciones, pero sin adición de Perkinsus. Al cabo de una semana, se extrajeron las bran-
quias de las almejas para someterlas a la prueba del RFTM y el cuerpo se procesó para
histología.
También tratamos de transmitir la enfermedad por inoculación directa del parásito
en la cavidad paleal de la almeja. Para ello depositamos 45 almejas de la población de
Camariñas anteriormente empleada en tanques con aireación a 21 ºC sin alimentación. Al
cabo de 1 semana inoculamos 500 µl de cultivo de nuestro aislado de Perkinsus en la cavi-
dad paleal de 15 almejas. Los cultivos, de densidad 5 × 106 células/ ml, habían sido reco-
gidos en fase exponencial de crecimiento y lavados con ASW 35‰ antes de la inoculación.
Las almejas se mantuvieron en seco durante 3 h, tras lo que se incorporaron de nuevo a
los tanques y se mantuvieron en las condiciones de antes. Los animales control sufrieron
el mismo proceso pero fueron inoculados sólo con ASW 35‰. Al cabo de 2 meses se diag-
nosticó el grado de infección por Perkinsus en las almejas mediante RFTM e histología, tal
y como describimos previamente.
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3. RESULTADOS
3. a) Diagnóstico de Perkinsus por RFTM
La presencia en la mayoría de las branquias de grandes células esféricas azul oscu-
ro o negras, generalmente agrupadas, confirmó la hipótesis de que la población de almeja
de Campelo estaba infectada por Perkinsus (Ray 1954). Algunas branquias tomaron colo-
ración azulada al ser teñidas con el yodo de Lugol, debido a la gran abundancia de hip-
nosporas.
3. b) Establecimiento de cultivos primarios
Los cultivos desarrollados a partir de tejido se vieron fuertemente contaminados
por bacterias y hongos. A pesar de aplicárseles tratamientos con diversos quimioterápicos
(los antibióticos P/S, cloranfenicol y gentamicina, y los antifúngicos fungizona y micosta-
tina) la contaminación no desapareció, por lo que las muestras fueron desechadas. Las
células de Perkinsus toleraron muy bien todos los tratamientos excepto la fungizona, que
afectó negativamente al crecimiento del parásito (datos no mostrados).
Al cabo de una semana del comienzo de los cultivos a partir de la hemolinfa ob-
servamos en uno de los pocillos la aparición de 8 o 10 formas esféricas muy refringentes y
con un anillo interior concéntrico. Estas formas aumentaron de tamaño al día siguiente,
volviéndose granulosas y opacas. Pudimos ver cómo una de estas células, sin tubo de des-
carga, expulsaba su contenido mediante la ruptura de la pared celular. En días sucesivos
aparecieron más formas refringentes con una elevada tasa de crecimiento, por lo que el
contenido de los pocillos fue diluido en medio de cultivo y depositado en frascos de culti-
vo celular. A partir de ese momento el mantenimiento de los cultivos consistió única-
mente en el cambio regular del medio de cultivo.
3. c) Morfología de nuestro aislado de Perkinsus cultivado in vitro
La observación al microscopio electrónico de las zoosporas del parásito en cultivo
nos permitió distinguir una fila unilateral de mastigonemas filamentosos a lo largo del
flagelo anterior (Fig. 3.1).
Los primeros estadios que aparecieron en la hemolinfa incubada en ASW 35‰ con
antibióticos fueron cuerpos celulares de gran tamaño, presumiblemente hipnosporas, con
una vacuola central que ocupaba la mayor parte de la célula (Fig. 3.2). En ocasiones se
observaban en su interior de una a tres gotas lipídicas refringentes.
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Figura 3.1. Detalle de una zoospora de nuestro aislado de Perkinsus cultivado, en la que se observa la fila
unilateral de mastigonemas filamentosos del flagelo. Barra = 0,5 µm.
Figura 3.2. Hipnosporas de nuestro aislado de Perkinsus cultivado, con aspecto de anillo debido a la vacuola
interior de gran tamaño. Barra = 50 µm.
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Estas células tomaron aspecto granular y opaco veinticuatro horas después de la adición
de medio de cultivo ( DMEM: Ham’s F12 (1: 2) con tampón Hepes (50 mM), bicarbonato
sódico (3,5 mM), un 5% de FBS y 100 U/ml de P/S, en ASW 35‰). La ruptura de la pared
celular permitió la liberación de pequeños trofozoítos inmaduros (Fig. 3.3). En algunos
cultivos, los trofozoítos inmaduros apenas aumentaron de tamaño y adquirieron forma
poligonal (Fig. 3.4A). La tasa de crecimiento de estas formas era muy baja. En otros culti-
vos, en cambio, los trofozoítos inmaduros aumentaron de tamaño y se volvieron muy
refringentes (Fig. 3.4B).
Figura 3.4. Aspecto de los dos tipos de trofozoítos inmaduros que se observan en los cultivos de nuestro
aislado de Perkinsus. (A) Trofozoítos de aspecto poligonal, pequeño tamaño y baja tasa  de crecimiento. (B)
Trofozoítos esféricos, refringentes y de mayor tamaño que los precedentes. Estos estadios tienen una ele-
vada tasa de crecimiento. Barra = 50 µm.
Figura 3.3. Liberación
de trofozoítos inma-
duros de Perkinsus
cultivado por ruptura
de la pared celular de
la célula madre. Barra
= 50 µm.
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En el interior de los trofozoítos refringentes se formó en un determinado momento un
anillo periférico (Fig. 3.5). El responsable de este aspecto de anillo era presumiblemente el
citoplasma presionado contra la pared celular debido al aumento en volumen de la va-
cuola interior. Tras la pérdida de la vacuola, las células aumentaron de tamaño y su inte-
rior comenzó a sufrir sucesivas fisiones binarias, pudiéndose observar estadios de dos,
cuatro, ocho o incluso más células hijas en el interior de la madre (tomonte) (Fig. 3.6A, B).
Los entonces trofozoítos inmaduros fueron liberados de la célula madre por ruptura de su
pared celular (Fig. 3.6C). En algunos casos pudimos observar el desarrollo de un tubo de
descarga en la célula madre (Fig. 3.7). Si el cultivo se mantenía en óptimas condiciones
este ciclo se repetía continuamente. Si por el contrario el medio de cultivo permanecía sin
renovarse durante un tiempo, los trofozoítos se volvían pequeños e irregulares en contor-
no, formando agregados con aspecto de nube que crecían en todas direcciones. Estas for-
mas celulares presentaban muy baja tasa de crecimiento, sin aumento de tamaño, y man-
tenían el mismo aspecto durante largos períodos de tiempo.
Figura 3.5. Trofozoítos maduros de nuestro aislado de Perkinsus en cultivo antes de comenzar la palintomía,
con aspecto de anillo debido a la formación de una vacuola interna de gran tamaño. Barra = 50 µm (A) y 25
µm (B).
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Figura 3.6. Palintomía de Perkinsus en cultivo. (A, B) Células palintómicas o tomontes en las que se pueden
distinguir dos, cuatro, ocho o varias células hijas (trofozoítos inmaduros). También se pueden observar
trofozoítos maduros alrededor de los tomontes, de menor tamaño que éstos y con aspecto de anillo. (C)
Liberación de las células hijas. Barra = 50 µm (A) y 25 µm (B, C).
Figura 3.7. Célula madre o tomonte
de Perkinsus cultivado en estadio
avanzado de palintomía, con tubo de
descarga a través del que parece
liberar las células hijas. Barra = 10
µm.
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Algunos días (de 3 a 5 dependiendo del cultivo) después del comienzo de los cultivos
primarios se observó la presencia de zoosporas móviles, probablemente procedentes de
las células madres con tubo de descarga o zoosporangios. Si las hipnosporas se incubaban
en ASW 35‰ la zoosporulación se producía masivamente, generándose un gran número
de zoosporas que nadaban en todas direcciones.
En algunas ocasiones se observó un tipo de división polar en el que el protoplasto
comienza a dividirse a partir de uno de los polos de la célula, progresando hasta ocupar el
resto de la célula madre (Fig. 3.8). En los primeros momentos de esta división, la célula
aparece fragmentada en dos partes: una de ellas granulosa por encontrarse en división, y
la otra homogéna translúcida probablemente ocupada por la vacuola o por el protoplasto
sin dividirse todavía.
Un fenómeno atípico raramente observado en los cultivos fue la conexión entre células
individuales por medio de “puentes citoplasmáticos” (Fig. 3.9). En este caso es difícil sa-
ber si existe algún tipo de unión o mezcla entre los núcleos.
Figura 3.8. División
polar de Perkinsus en
cultivo, con la vacuola
desplazada hacia una
de las partes de la
células. Barra = 25
µm.
Figura 3.9. Cone-
xión entre tomon-
tes de Perkinsus en
cultivo mediante
puentes citoplas-
máticos. Barra =
25 µm.
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Para la descripción ultraestructural de nuestro aislado de Perkinsus usaremos la termino-
logía sugerida por Perkins (1996). Las células cultivadas mostraron una gran variabilidad
en tamaño, incluso entre individuos en el mismo estadio de desarrollo. Su forma era irre-
gular, aunque más redondeada que ovoidal. La pared celular en todos los estadios celula-
res era delgada, generalmente de aspecto rugoso. El tamaño de las células osciló entre 1,4
y 18,7 µm de diámetro. Los trofozoítos inmaduros recién liberados de la célula madre o
tomonte, de tamaño entre 1,4 y 1,7 µm, muestran un núcleo denso. El citoplasma, poco
diferenciado en ocasiones, revela una zona digitalizada más clara (Fig. 3.10). También
observamos trofozoítos inmaduros con un mayor grado de diferenciación en los que se
distinguen mitocondrias e, incluso, una vacuola más o menos desarrollada (datos no
mostrados).
Figura 3.10. Trofozoíto inmaduro de nuestro aislado de Perkinsus en cultivo. Barra = 500nm.
A medida que los trofozoítos maduran, el tamaño aumenta hasta 5-10 µm, y se diferen-
cian inclusiones circulares electrón- densas (de 4 a 17 por célula), presumiblemente gotas
lipídicas, repartidas por el citoplasma (Fig. 3.11). Los trofozoítos maduros presentan una
vacuola que contiene una (Fig. 3.12A) o varias (Fig. 3.12B) inclusiones densas, presumi-
blemente vacuoplastos o sus precursores. La variabilidad en tamaño que presentan las
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células se hace patente en esta última fotografía, en la que el trofozoíto maduro con va-
cuola y vacuoplasto totalmente desarrollado sólo mide 1,3 µm de diámetro.
Figura 3.11. Trofozoíto de nuestro aislado de Perkinsus cultivado en maduración, con numerosas inclusiones
electrón densas en su interior. Barra = 2 µm.
Figura 3.12. Trofozoítos maduros de Perkinsus cultivado, con una gran vacuola interna y (A) una o (B) va-
rias inclusiones en dicha vacuola, presumiblemente vacuoplastos. Barra = 200 nm (A) y 1 µm (B).
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En la fase siguiente de desarrollo (célula pre- palintómica) se produce un gran aumento
de tamaño y desaparece la vacuola, tomando el citoplasma un aspecto granuloso e indife-
renciado (datos no mostrados). En este estadio se distinguen formaciones circulares, de
unos 93 nm de diámetro, que rodean el perímetro celular (Fig. 3.13). Curiosamente, mu-
chas de las células palintómicas observadas son de tamaño mucho menor que las pre-
palintómicas anteriormente citadas. El núcleo de la célula palintómica se divide sucesi-
vamente, y en las células hijas se distinguen con claridad los nucleolos formados por
acumulación de partículas de tamaño semejante a los ribosomas, gran abundancia de mi-
tocondrias y conjuntos de membranas concéntricas sin identificar (Fig. 3.14). Tras la divi-
sión palintómica, las células hijas son liberadas por ruptura de la pared de la célula madre
(Fig. 3.15).
Figura 3.13. Formaciones circulares que
rodean las células de Perkinsus pre-
palintómicas en cultivo. Barra = 500
nm.
Figura 3.14. Célula palintómica o tomonte de nuestro
aislado de Perkinsus en cultivo, en la fase de división
de cuatro células. Sólo se distinguen tres núcleos
(asteriscos). El cuarto puede encontrarse en un pla-
no distinto o, según Perkins (1996), es posible que
no exista debido a fallos en la carioquinesis. Barra =
500 nm.
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3. d) Selección del medio de cultivo
La proliferación de nuestro aislado de Perkinsus en diferentes medios se representa
en la Fig. 3.16. La tasa de división fue sólo ligeramente mayor en DMEM: Ham’s F12 (1: 2)
con tampón Hepes 50 mM, bicarbonato sódico 3,5 mM y 100 U/ml de P/S, en ASW 35‰,
que en MEM con 0,25% de bicarbonto sódico en ASW 35‰. Las densidades celulares fi-
nales alcanzadas fueron de 1,5 × 107 y 3 × 107 células/ml en el primer medio de cultivo con
un 5% y 10% de FBS respectivamente, y de 6,3 × 106 y 8,2 × 106 en el segundo medio con
un 5% y 10% de FBS respectivamente. En ASW 35‰ se produjo una zoosporulación ma-
siva el día 7 si el suplemento era del 5% de FBS y el día 9 con un 10% de FBS. A partir de
entonces no se realizaron más recuentos.
Figura 3.15. Liberación
de los trofozoítos inma-
duros de nuestro aislado
de Perkinsus en cultivo
por medio de la ruptura
de la pared de la célula
madre o tomonte. Barra
= 5 µm.
Figura 3.16. Crecimiento in vitro de Perkinsus en
(A) DMEM: Ham’s F12 (1: 2) con tampón Hepes
50 mM, bicarbonato sódico 3,5 mM y 100 U/ml
de P/S, en ASW 35‰, (B) MEM con 0,25% de
bicarbonto sódico en ASW 35‰ y (C) ASW
35‰, con dos concentraciones de FBS (5 y
10%). Los resultados se expresan como media
con desviación estándar (n = 4).
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3. e) Optimización de las condiciones de cultivo
La densidad de inóculo (104 y 105 células/ml) no influyó en la densidad celular
final alcanzada por los cultivos de Perkinsus tras 10 días de cultivo (Fig. 3.17). Los cultivos
de mayor concentración inicial probada, 106 células/ml, alcanzaron demasiado pronto la
densidad celular final general para todos los cultivos (alrededor de 107 células/ml). Dado
que estos resultados no aportaban nueva información, los recuentos se interrumpieron
antes del final del experimento y no se incluyeron en la gráfica.
El crecimiento de nuestro aislado de Perkinsus se vio afectado por la temperatura (Fig.
3.18). A 5 ºC no hubo crecimiento aunque las células no murieron como sucedió al sexto
día a 37 ºC. La densidad de los cultivos en el noveno día a las demás temperaturas ensa-
yadas fue de 1,5 × 107 células/ml, pero esta concentración se alcanzó antes a 20 y 26 ºC
(séptimo día) que a 16 ºC (noveno día). A partir de entonces los cultivos entraron en la
fase estacionaria de crecimiento.
Nuestro aislado de Perkinsus mostró una gran capacidad de adaptación a distintas
salinidades (Fig. 3.19). El undécimo día los cultivos presentaban aproximadamente la
misma densidad celular (entre 1,1 × 107 y 1,5 × 107 células/ml). La máxima concentración
de células se alcanzó el octavo día a 25, 35 y 40‰ de salinidad, y al décimo día si ésta era
del 15‰. A partir de entonces el número de células de Perkinsus permaneció estacionario.
La talla o forma de las células del parásito no se vieron afectadas por las condicio-
nes de cultivo.
Figura 3.17. Efecto de la
densidad de inóculo en el
crecimiento in vitro de nues-
tro aislado de Perkinsus. Los
resultados se muestran como
media con desviación están-
dar (n = 4).
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Figura 3.18. Efecto de la temperatura en el crecimiento in vitro de nuestro aislado de Perkinsus. Los resul-
tados se expresan como media con desviación estándar (n = 4).
Figura 3.19. Efecto de la salinidad en el crecimiento in vitro de nuestro aislado de Perkinsus. Los resultados
se expresan como media con desviación estándar (n = 4).
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3. f) Crioconservación
Los cultivos congelados se recuperaron bien en las condiciones normales de culti-
vo, llegando a la máxima concentración celular (1,3 × 107 células/ml) el noveno día tras su
descongelación (Fig. 3.20).
3. g) Infectividad del parásito cultivado
Ninguna de las almejas, ni de la población de partida ni de los dos experimentos
realizados, resultó positiva para Perkinsus. La prueba del RFTM y el examen histológico
revelaron la ausencia del parásito en los tejidos de todos los animales analizados antes y
después de la exposición al parásito.
4. DISCUSIÓN
Las branquias de las almejas empleadas para el aislamiento del parásito mostraban gran-
des hipnosporas esféricas cuando se sometieron a la prueba del RFTM. Como vimos en la
Introducción, esta condición es necesaria para considerar un parásito como miembro del
género Perkinsus (Perkins 1988). La morfología del flagelo anterior de las zoosporas del
organismo cultivado, con una fila unilateral de mastigonemas filamentosos característica
del género Perkinsus, eliminó la posibilidad de que el parásito perteneciera a los trausto-
quítridos. Además, nunca observamos con microscopía electrónica de transmisión las pa-
redes laminadas características de los traustoquítridos. La ausencia de redes ectoplasmáti-
cas en los cultivos, examinados con microscopía óptica, confirmó la ausencia de estos
Figura 3.20. Crecimiento de
nuestro aislado de Perkinsus
cultivado tras ser mantenido
congelado durante 5 meses.
Los resultados se muestran
como media con desviación
estándar (n = 4).
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organismos en los cultivos (Perkins 1973). Por otra parte, como veremos más adelante en
esta misma Discusión, la morfología y el ciclo de vida de nuestro aislado en cultivo eran
muy semejantes a las descritas para P. marinus in vitro. Todo esto nos llevó a identificar
nuestro aislado en cultivo como un miembro del género Perkinsus. Dado que la especie P.
atlanticus fue descrita en almeja fina de Portugal (Azevedo 1989), país muy próximo geo-
gráficamente a Galicia, consideramos probable que nuestro aislado de Perkinsus en cultivo
fuera P. atlanticus. En cualquier caso, P. marinus y el P. atlanticus descrito por Azevedo en
1989 son muy semejantes morfológicamente, por lo que prácticamente sólo se diferencian
en el hospedador y, ya a nivel molecular, en la secuencia de determinadas regiones ge-
nómicas (Goggin 1994). P. atlanticus podría haberse introducido en Galicia por medio de
la importación de almeja fina, dado que la primera mortalidad de este molusco asociada a
Perkinsus en nuestra Comunidad Autónoma se produjo en 1987 en una planta depuradora
de almejas procedentes de Portugal (Figueras et al. 1992).
La contaminación bacteriana o fúngica constituyó un problema para el estableci-
miento de cultivos de Perkinsus marinus a partir de tejido de ostra infectada (La Peyre
1996). Por ello, algunos investigadores seleccionaron la hemolinfa o el corazón como ór-
ganos óptimos para el aislamiento del parásito ya que se encuentran mucho menos con-
taminados por microorganismos que otros tejidos (Gauthier y Vasta 1993, La Peyre et al.
1993). Aún así, y con carácter preventivo, tanto los tejidos de ostra como posteriormente
los cultivos primarios se trataban con diversos quimioterápicos, a los que P. marinus mos-
traba gran resistencia (La Peyre 1996). Nuestro aislado de Perkinsus toleró bien la mayoría
de los tratamientos a los que se sometieron los cultivos para tratar de eliminar la contami-
nación bacteriana o fúngica. Sin embargo, sólo obtuvimos cultivos axénicos a partir de la
hemolinfa.
Las observaciones al microscopio óptico revelaron que la morfología y ciclo de
vida de nuestro aislado de Perkinsus cultivado coincide en general con lo que ha sido des-
crito para P. marinus in vitro (Gauthier y Vasta 1993). Sin embargo, algunos autores des-
criben como habitual la presencia de tubo de descarga en el estadio de división de dos
células (Kleinschuster et al. 1994), cuando nosotros sólo observamos la presencia del tubo
esporádicamente, probablemente en prezoosporangios (esto es, en células madre que
contienen zoosporas en lugar de trofozoítos inmaduros). Además, la división polar rara-
mente presente en nuestros cultivos de Perkinsus parece ser corriente para P. marinus in
vitro (La Peyre y Faisal 1995, La Peyre et al. 1993). Las células de nuestro aislado de Perkin-
sus en cultivo se dividen habitualmente por medio de carioquinesis y citoquinesis sucesi-
vas, pero sin ningún tipo de polaridad. Este tipo de división por palintomía es el que pre-
senta siempre P. marinus en los tejidos del hospedador (Perkins 1996). El fenómeno más
estudiado para P. atlanticus de Portugal in vitro ha sido la zoosporulación en agua de mar
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(Auzoux- Bordenave et al. 1995, Azevedo 1989, Azevedo et al. 1990). Sus características
coinciden en general con las que nosotros observamos en nuestro aislado, exceptuando
que el tubo de descarga de las células madre es más estrecho y menos patente en nuestros
cultivos que el descrito por los autores antes mencionados. Por otra parte, tanto la fisión
binaria como la extensión de protusiones y conexión entre células vecinas detectadas en
los cultivos de nuestro aislado de Perkinsus han sido también descritas para P. marinus (La
Peyre et al. 1993, Perkins 1996).
La ultraestructura de nuestro aislado de Perkinsus cultivado es semejante a la de
otras especies del género Perkinsus (Blackbourn et al. 1998, Lester y Davis 1981, Maeno et
al. 1999, Montes et al. 1995a, Perkins 1996, Sagristà et al. 1995). El rango de tamaños obser-
vados para nuestro aislado de Perkinsus cultivado in vitro es más parecido al de P. marinus
en el tejido del hospedador que al de esta especie en cultivo (Perkins 1996). De hecho, los
trofozoítos maduros de P. marinus cultivados en el medio de Kleinschuster y Swink (1993)
pueden alcanzar los 43 µm de diámetro, mientras que nuestro aislado de Perkinsus culti-
vado llega como máximo a los 19 µm. Hay que señalar que los trofozoítos maduros de
Perkinsus sp. en los tejidos del hospedador no poseían vacuoplasto en el interior de la va-
cuola (Capítulo I), contrariamente a lo que observamos mediante microscopía electrónica
en las células de nuestro aislado de Perkinsus en cultivo.
La pared celular de nuestro aislado de Perkinsus en cultivo es tan fina como la del
Perkinsus sp. que parasita la almeja fina del Mediterráneo (Sagristà et al. 1995). Por el con-
trario, en los tejidos del hospedador, P. marinus tiene una pared gruesa (Perkins 1996). El
gran número de cuerpos electrón- densos de similar tamaño que nosotros observamos en
los trofozoítos en maduración han sido descritos también para P. marinus cultivado
(Gauthier y Vasta 1995). En las células de P. marinus estos cuerpos se identificaron como
vacuoplastos puesto que se encontraban rodeados por pequeñas vacuolas. En nuestro
caso, los cuerpos presentan una distribución homogénea por todo el citoplasma celular y
no se incluyen en vacuolas. Por otra parte, la aparición esporádica de la vacuola en los
trofozoítos inmaduros durante la palintomía se ha observado también en P. marinus (Per-
kins 1996). La presencia de estructuras circulares en el perímetro de las células pre- pa-
lintómicas, que semeja un exoesqueleto, no ha sido descrito con anterioridad en ninguna
especie de Perkinsus.
Para determinar la tasa de crecimiento usamos el hemocitómetro debido a su faci-
lidad de uso y su precisión comparado con otros métodos, como por ejemplo la incorpo-
ración de timidina tritiada, técnicas de procesado digital de imagen, ensayos de prolifera-
ción celular basados en tetrazolio y lecturas de densidad óptica a 600 nm (Dungan y
Hamilton 1995, Gauthier y Vasta 1995, La Peyre 1996, observaciones personales).
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El medio propuesto por Gauthier y Vasta (1995) satisfizo los requerimientos de nuestro
aislado de Perkinsus, permitiendo el mantenimiento de una tasa de crecimiento elevada.
Además, su facilidad de preparación en comparación con el medio de La Peyre et al.
(1993) contribuyó a su selección para el mantenimiento de nuestros cultivos de Perkinsus.
El crecimiento de nuestro aislado de Perkinsus en MEM con un 0,25% de bicarbo-
nato sódico suplementado con FBS fue muy bueno, contrariamente a lo descrito para P.
marinus (Gauthier y Vasta 1995, La Peyre 1996). La tasa de crecimiento en este medio re-
sultó muy similar a la alcanzada en DMEM: Ham’s F12 (1: 2) con tampón Hepes (50 mM),
bicarbonato sódico (3,5 mM) y 100 U/ml de P/S más FBS, en ASW 35‰, por lo que MEM
con un 0,25% de bicarbonato sódico más FBS debería ser considerado, al menos para
nuestro aislado, como un medio de cultivo alternativo. El crecimiento de nuestro aislado
de Perkinsus se vio favorecido a concentraciones crecientes de FBS, a pesar de que P. mari-
nus disminuye su tasa de crecimiento con más de un 5% de FBS en el medio de cultivo
(Gauthier y Vasta 1995, Gauthier et al. 1995). Estas diferencias entre las dos especies de
Perkinsus podrían estar relacionadas con distintos aspectos fisiológicos, incluso con dife-
rencias en su virulencia.
Nuestro aislado de Perkinsus en cultivo puede adaptarse a condiciones de salini-
dad y temperatura muy diferentes. Excepto para temperaturas extremas, como 5 y 37 ºC,
la tasa de crecimiento se mantiene más o menos igual de elevada en el rango de 16 a 26 ºC.
En cambio, el rango óptimo de temperatura para el crecimiento de P. marinus es mucho
menor (entre 28 y 32 ºC) (Gauthier y Vasta 1995). Ambos organismos, P. marinus y nuestro
aislado de Perkinsus, crecen in vitro a salinidades elevadas, del 15 al 40‰. Parece que la
mortalidad asociada al descenso en la salinidad está asociada, al menos en el caso de P.
marinus, a la disminución de la presión osmótica, y no a la falta de algún ión determinado
(Burreson et al. 1994b).
La densidad de inóculo no afecta la densidad final alcanzada en los cultivos de
nuestro aislado de Perkinsus, lo que constituye otra diferencia con P. marinus cultivado
(Gauthier y Vasta 1995), para el que ambos parámetros son directamente proporcionales.
Las células en cultivo pierden su infectividad, debido, al menos en parte, a su me-
nor resistencia frente a los mecanismos de defensa del hospedador (Bushek et al. 1997). De
hecho, no fue posible infectar almejas con nuestro aislado de Perkinsus cultivado a pesar
de que en la segunda de las infecciones experimentales empleamos una vía de inoculación
muy efectiva según Bushek et al. (1997), y de que la cantidad de células inoculadas fue
mucho mayor que la mínima necesaria para que se desarrolle la infección con P. marinus
(Chu y Volety 1997). La infectividad de P. marinus también disminuye cuando el parásito
se cultiva in vitro, según Chu (1996) y La Peyre et al. (1993). En cambio, las cepas cultiva-
das de Gauthier y Vasta (1993) manifiestan mayor virulencia que las de los autores antes
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mencionados. Las diferencias en el medio de cultivo podrían explicar estos distintos re-
sultados (Chu 1996); sin embargo, hay que señalar que nuestro aislado de Perkinsus, no
infectivo, está cultivado en un medio similar al empleado por Gauthier y Vasta (1993) pa-
ra P. marinus.
El cultivo de nuestro aislado de Perkinsus puede mantenerse sin problemas du-
rante más de 1 año (120 pases), aunque al cabo de este tiempo las células pierden su mor-
fología inicial y se vuelven más pequeñas y homogéneas en cuanto a su aspecto. Este fe-
nómeno ha sido descrito también en cultivos de P. marinus (Gauthier y Vasta 1995). En la
actualidad los cultivos se mantienen con 1 pase cada 2 semanas, y hemos recuperado en
diversas ocasiones las células congeladas obteniendo siempre óptimas tasas de creci-
miento y cultivos con los estadios de crecimiento observados originalmente.
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CAPÍTULO IV
CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE NUESTRO AISLADO
DE Perkinsus EN CULTIVO
1. ANTECEDENTES
El género Perkinsus fue incluido dentro del filo Apicomplexa (Levine 1978) debido a la
presencia de un complejo apical en las zoosporas de P. marinus. Desde entonces se han
realizado diversas comparaciones genómicas para determinar la relación de Perkinsus con
otros taxa. Aunque Ragan et al. (1996), basándose en la secuencia del gen ARNr 18S, en-
contraron una fuerte relación entre el género Perkinsus y otras especies apicomplexas,
otros estudios en este mismo gen localizaron este género entre los Apicomplexa y los Di-
noflagellata (Goggin y Barker 1993), o más próximo a los Dinoflagellata (Escalante y
Ayala 1995, Fong et al. 1993, Kotob et al. 1999a). Esta última conclusión es apoyada por
otros análisis filogenéticos basados en secuencias del gen de la actina (Reece et al. 1997,
Siddall et al. 1997) o de dos espaciadores transcritos internos (ITS) y del ARNr 5,8S
(Goggin 1994, Hamaguchi et al. 1998). Sin embargo, Perkins (1996) continúa considerando
a Perkinsus como un miembro de los Apicomplexa, siendo los Dinoflagellata sus ancestros
y Perkinsus “uno de los primeros apicomplexos en divergir de la línea evolutiva que dio
lugar al resto de los Apicomplexa”.
La comparación de regiones genómicas es la herramienta más frecuentemente uti-
lizada en la actualidad para discriminar unas especies de Perkinsus de otras. Goggin
(1994), basándose en las secuencias de los fragmentos ITS1 e ITS2 así como en el gen
ARNr 5,8S, identificó P. olseni, y tres aislados de Perkinsus sp., todos ellos procedentes de
Australia, como la misma especie de P. atlanticus descrita originariamente en Portugal por
Azevedo en 1989. Por otra parte, la identificación de los dos aislados parasitarios descritos
en Mya arenaria como miembros del género Perkinsus fue confirmada por análisis filoge-
néticos basados en el gen ARNr 18S (Kotob et al. 1999a). Estos dos Perkinsus sp. resultaron
ser dos especies distintas, una de ellas probablemente P. marinus y la otra una nueva espe-
cie de Perkinsus, conclusión obtenida mediante la secuenciación y comparación de la re-
gión ITS1- 5,8S- ITS2 (Kotob et al. 1999b). Esto demuestra que es posible la coexistencia de
dos especies diferentes de Perkinsus en un mismo hospedador.
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Cuando establecimos los cultivos primarios del protozoo identificamos las células culti-
vadas como miembros del género Perkinsus debido a características morfológicas, como
desarrollo de hipnosporas en RFTM, estadios del ciclo de vida similares a P. marinus in
vitro y presencia de una fila unilateral de mastigonemas filamentosos en el flagelo anterior
de las zoosporas (Capítulo III). En el presente Capítulo caracterizaremos molecularmente
el protozoo cultivado para confirmar su identidad.
2. MATERIALES Y MÉTODOS
2. a) Obtención de las muestras
Las células de nuestro aislado de Perkinsus cultivadas in vitro se obtuvieron del
modo explicado en el Capítulo III. Para demostrar que la secuencia de bases resultante era
propia de Perkinsus, también hallamos la secuencia del gen 18S de hipnosporas del pará-
sito directamente aisladas de tejidos infectados siguiendo el protocolo descrito por Choi et
al. (1989). En resumen, los dos pares de láminas branquiales extraídos de almejas recogi-
das en una zona endémica de Perkinsus (Campelo, Ría de Pontevedra) se sometieron a la
prueba del RFTM tal y como detallamos en el apartado 2. b) del Capítulo I. Sin embargo,
sólo uno de los pares fue teñido con Lugol. Siguiendo el criterio de Ray (1954), la cantidad
de hipnosporas teñidas de negro azulado en el tejido determinaron el grado de infección
del animal, desde 1 (infección muy severa) hasta 6 (infección muy ligera). Las branquias
no teñidas de los animales más infectados (grados 1 y 2) se reunieron e incubaron en
NaOH 2 M (20 ml por gramo de tejido fresco) a 50 ºC durante 1 h. La suspensión resul-
tante se centrifugó durante 20 min a 3.000 × g, y las hipnosporas precipitadas se lavaron
cuatro veces en tampón fosfato salino (PBS) (Apéndice) para eliminar el NaOH.
Para asegurarnos de que la secuencia de nuestro aislado de Perkinsus obtenida no
era producto de una contaminación con los tejidos del hospedador, se homogenaron teji-
dos de almeja fina procediéndose después a su extracción de ADN y secuenciación del
gen 18S.
2. b) Extracción del ADN
El ADN genómico se extrajo mediante la técnica del fenol: cloroformo (Sambrook
et al. 1989). En resumen, cuatro muestras de células cultivadas, cada una de ellas proce-
dente de un frasco de cultivo distinto, así como los tejidos de almeja homogenados y las
hipnosporas, se resuspendieron en tampón de extracción (Tris 10 mM pH 8, EDTA 25
mM, NaCl 100 mM, 0,5% de SDS) con proteinasa K (0,2 mg/ ml) y se incubaron durante
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24 h a 56 ºC. La suspensión se trató dos veces con fenol: cloroformo (1: 1), y el ADN se
precipitó con acetato sódico: etanol absoluto (1: 4) 3 M. Después de 1 h de incubación a -80
ºC, el ADN se precipitó mediante centrifugación (10.000 × g durante 30 min a 4 ºC), se
lavó tres veces con etanol absoluto y se resuspendió en tampón TE (Tris- HCl 10 mM,
EDTA 1mM, pH 8). Entonces se digirió el ARN con 100 mg/ ml de RNasa y el ADN se
extrajo de nuevo siguiendo los pasos previamente descritos. El ADN genómico se visuali-
zó mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% en tampón TBE ( Apéndice) teñido
con bromuro de etidio. En el gel también se incluyó un marcador de peso molecular (100
Base- Pair Ladder, Amershan Pharmacia Biotech).
2. c) Amplificación y secuenciación genómicas
El gen de la subunidad pequeña ribosómica del ARN (ARNr 18S) se amplificó me-
diante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) usando el par de cebadores univer-
sales u1/ u2 derivados de regiones conservadas conocidas de dicho gen (Medlin et al.
1988) (Tabla 4.1). Para la amplificación de las regiones 5,8S, ITS1 e ITS2, se empleó la pa-
reja de cebadores A y D descritos por Goggin (1994) para diversas especies de Perkinsus,
entre ellas P. marinus y P. atlanticus de Portugal (Tabla 4.1). Cada reacción de PCR se repi-
tió al menos tres veces.
Tabla 4.1. Lista de cebadores usados en la secuenciación y en el análisis de restricción.
Cebadores (5' a 3') Longitud
(nucleótidos)
Sentidoa Posición respecto
al extremo 5'
(ARNr 18S)
u1 AACCTGGTTGATCCTGCCAGT 21 S 1
u2 TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC 24 AS 1.770
A CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC 24 S 1.769
D TATGCTTAAATTCAGCGGGT 20 AS LSUb
c2 GTCTCGTTCGTTAACGG 17 AS 1.312
p336 GCTCCCTCTCCGGAATCGAA 20 AS 371
CAS2 CCTTTGTACACACCGCCCGT 20 S/ AS 1.620
p225 GCACAAGGCCATGCGATCCGAA 22 AS 257
1sp AATGGTCTGCCGTGAGGTATG 21 S 648
1asp CTCATAAGGTGCTGATGAAGT 21 AS 1.061
aSentido del cebador, es decir, dirección de síntesis del ADN a partir de dicho cebador. S y AS significan
"sense" (hacia la derecha) y "antisense" (hacia la izquierda), respectivamente.
bEste cebador no está localizado en el gen ARNr 18S, sino en la subunidad grande del ARN ribosómico (LSU,
"large subunit rRNA"), después de la región ITS 2 (Goggin 1994).
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Las reacciones de PCR se realizaron en volúmenes finales de 25 µl con los enzimas Taq
polimerasa (incluida en las "Ready- to- go PCR beads" de Amersham Pharmacia Biotech, y
en la "PCR SuperMix" de Life Technologies) o Pfu polimerasa  (Stratagene, USA). Los per-
files de temperatura para la amplificación del gen 18S se muestran en la Tabla 4.2, mien-
tras que las condiciones para la PCR con los cebadores A/ D son las descritas por Goggin
(1994). La concentración de MgCl2 se ajustó a 3 mM cuando se emplearon las "PCR beads".
Tabla 4.2. Condiciones de las PCR realizadas para amplificar y posteriormente secuenciar el gen 18S de
nuestro aislado de Perkinsus cultivado.
Enzima Desnaturalización
inicial
Perfil de
temperaturas
Ciclos Extensión final
1min @ 94º C
Taq polimerasa 3 min @ 94º C 1 min @ 55º C 25 10 min @ 72º C
5 min @72º C
45 s @ 96º C
Pfu polimerasa 1 min @ 34º C 50 s @ 55º C 30 5 min @ 72º C
5 min @ 72º C
Los productos de PCR se purificaron mediante la digestión durante 1 h a 37 ºC con los
enzimas exonucleasa I y fosfatasa alcalina de camarón (shrimp alkaline phosphatase, SAP;
Amersham Pharmacia Biotech). A continuación se desnaturalizaron los enzimas a 80 ºC
durante 15 min.
Para llevar a cabo las reacciones de secuenciación de los productos de PCR purifi-
cados se emplearon los kits ABI Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit y dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. Los cebadores usados en estas reacciones se especifican en la
Tabla 4.1. Los cebadores conservados c2 y p336 fueron diseñados por comparación de las
regiones 18S de los siguientes organismos (número de acceso del GenBank entre parénte-
sis): Minchinia teredinis (U20319), Haplosporidium costale (U20858), H. nelsoni (U19538,
X74131), Perkinsus marinus (X75762), Perkinsus sp. (L07375), Mytilus galloprovincialis
(L33451), y Crassostrea virginica (X60315). El Dr. Frank Berthe (IFREMER, Francia) nos ce-
dió generosamente el cebador CAS2. Los cebadores específicos para nuestro aislado de
Perkinsus cultivado, p225, 1sp y 1asp, se diseñaron tras haber secuenciado parcialmente el
gen 18S por comparación con las secuencias de los organismos enumerados previamente
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y selección de las regiones más variables que cumplen los requisitos exigidos para esta
función. Cada producto de PCR se sometió a la reacción de secuenciación al menos cuatro
veces con el mismo cebador. Para las reacciones de secuenciación de los productos de
PCR procedentes de las hipnosporas empleamos sólo las parejas específicas de cebadores
u1/ p225 y 1sp/ 1asp. Así nos aseguramos de que el ADN secuenciado correspondía a las
hipnosporas de nuestro aislado de Perkinsus, y no a otro organismo presente en la almeja
que pudiera haber resistido el tratamiento con NaOH, o incluso a restos del propio hos-
pedador.
Los productos resultantes de las reacciones de secuenciación se purificaron por
precipitación con etanol/ MgCl2 y se resuspendieron en 3-5 µl de formamida: tampón de
carga (incluido en el kit) 5: 1 (v: v). La secuenciación se realizó, previa desnaturalización
de las muestras a 94 ºC durante 3 min, en el secuenciador automático ABI PRISM 377
(Perkin- Elmer). Las secuencias nucleotídicas obtenidas se analizaron con los programas
Gene Jockey y Clustal X.
2. d) Análisis filogenético
La secuencia de la subunidad pequeña del ARN ribosómico de nuestro aislado de
Perkinsus cultivado se alineó con las secuencias de este mismo gen previamente alineadas
por Maidak et al. (1997) usando los programas Sea View (Galtier et al. 1996) y Custal W
(Thompson et al. 1994). Los análisis filogenéticos se llevaron a cabo sobre un conjunto de
1.385 lugares (fragmentos) consecutivos alineados de forma fidedigna.
Para inferir las relaciones evolutivas entre las secuencias analizadas se empleó el
método Neighbor- Joining (Saitou y Nei 1987) aplicado a distancias evolutivas conside-
rando tasas de transición/ transversión desiguales y contenidos en guanina + citosina
variables entre secuencias (Galtier y Gouy 1995). La precisión del árbol resultante se midió
mediante remuestreo por el método de Efron ("bootstrap"*) usando 1000 réplicas.
2. e) Análisis de restricción
Obtuvimos tres aislados de hipnosporas (los denominaremos H1, H2 y H3) del
mismo modo detallado anteriormente. Su ADN genómico, al igual que el procedente de
nuestro aislado de Perkinsus cultivado, fue amplificado con la pareja de cebadores u1/
p336 (Tabla 4.1) con "Ready- to- go PCR beads", aplicando el perfil de temperaturas espe-
cificado en la Tabla 4.2 para la Taq polimerasa. Cada fragmento de PCR se insertó en un
                                                
* La técnica consiste en submuestrear aleatoriamente una muestra única y utilizar la distribución de los datos obtenidos
para estimar los valores reales mediante técnicas no paramétricas. El "bootstrap support" hace referencia a la hipótesis nula
de que los dos organismos sean parientes.
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vector de clonaje TA (Invitrogen Corp.) vía los residuos de deoxiadenosina (A) añadidos
durante la PCR a los extremos 3', y la deoxitimidina (T) del vector. Los vectores TA con el
inserto se transformaron en Escherichia coli competentes One Shot TOP 10 F' (Invitrogen
Corp.).
El ADN plasmídico de los clones positivos obtenidos, diez tanto de cada aislado de
hipnosporas como de nuestro aislado de Perkinsus cultivado, se recuperó con el kit
Quantum Prep Plasmid Miniprep (Biorad). El ADN de los "minipreps" se amplificó de
nuevo con la pareja de cebadores u1/ p336 en las condiciones de antes, y el producto de la
reacción (2,5 µl) se cortó con el enzima HhaI (0,25 µl del stock de 10 U/ µl, hasta un volu-
men final de 10 µl incluyendo 1 µl de tampón 10 ×) durante 1 h a 37 ºC. Los perfiles de
restricción se visualizaron en un gel de agarosa al 2% en TBE (Apéndice) teñido con bro-
muro de etidio, en el que se incluyó el patrón de peso molecular 100 Base- Pair Ladder,
(Amershan Pharmacia Biotech). Por otra parte, los productos de la PCR u1/ p336 de los
"minipreps" se secuenciaron del modo explicado en el apartado 2. c) de este mismo Capí-
tulo para confirmar los resultados del análisis de restricción.
3. RESULTADOS
3. a) Secuenciación de ADN
La pareja de cebadores u1/ u2 (Tabla 4.1) amplificó todo el gen de la subunidad
pequeña ribosómica del ARN de nuestro aislado de Perkinsus cultivado in vitro. El pro-
ducto de PCR se detectó fácilmente en el gel de agarosa (datos no mostrados).
La longitud del gen ARNr 18S de nuestro aislado de Perkinsus cultivado fue de
1.794 pares de bases (pb), con un contenido en G/ C del 43,03% (A= 502, C= 323 , G= 449 y
T= 520) (Fig. 4.1). La secuencia de esta región genómica se encuentra recogida en el Gen-
Bank con el número de acceso AF192386. Los dos fragmentos de este gen secuenciados en
hipnosporas, u1/ p225 y 1sp/ 1asp (225 pb y 433 pb de longitud respectivamente), mos-
traron un 100% de similitud con la secuencia de nuestro aislado de Perkinsus cultivado
(datos no mostrados).
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Figura 4.1 (derecha). Comparación del gen de la subunidad ribosómica pequeña del ARN (ARNr 18S) de
nuestro aislado de Perkinsus cultivado (Perkinsus), P. marinus (P. marinus) y Perkinsus sp. (P. sp) (números
respectivos de acceso del GenBank AF192386, X75762 y L07375).
Perkinsus   AACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCT  60
P. marinus  AACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCT
P. sp       ----TGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCT
                ********************************************************
Perkinsus   AAGTATAAATATTTATATTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATT  120
P. marinus  AAGTATAAGC-TTTAAACGGCGAAACTGCGAATGGCTCATTAAAACAGTTATAGTTTATT
P. sp       AAGTATAAGC-TTTAAACGGCGAAACTGCGAATGGCTCATTAAAACAGTTATAGTTTATT
            ********   **** *  * *********************** ***************
Perkinsus   TGATAATATCT-ACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCGAAAAAG  179
P. marinus  TGGTGATCGATTACTATTTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCGTCAAGG
P. sp       TGGTGATCGATTACTATTTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCGTCAAGG
            ** * **   * **** ************ ************************  ** *
Perkinsus   CCCGACTTCGGAAGGGCTGTATTTATTAGATACAAAACCAATGC-GCTTCGGCG-GT--T  235
P. marinus  CCCGACTTCGGAAGGGCTGCGTTTATTAGATACAGAACCAACCTAGCTCCGCCTAGTCCT
P. sp       CCCGACTTCGGAAGGGCTGCGTTTATTAGATACAGAACCAACCTAGCTCCGCCTAGTCCT
            *******************  ************* ******    *** ** *  **  *
Perkinsus   TCTTGGTGATTCATAATAACTTTTCGGATCGCATGGC-CTTGTGCCGGCGACGTTTCATT  294
P. marinus  TGTTGGTGATTCATAATAACC---CGG--CGAATGACGCTTGT---CGCGATGGACCATT
P. sp       TGTTGGTGATTCATAATAACCCGGCGAATCGCACGGC--TTGT-CCGGCGATGGACCATT
            * ******************    **   ** * * *  ****    **** *   ****
Perkinsus   CAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAAGGTATTGGCTTACCATGGTTACAACGGG  354
P. marinus  CAAGTTTCTGACCTATCAGCTATGGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCGTTGACGGG
P. sp       CAAGTTTCTGACCTATCAGCTATGGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCGTTGACGGG
            *** ****** ******* ** * ** **** ********* **** ***     *****
Perkinsus   TAACGGAGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACTTCCAA  414
P. marinus  TAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAA
P. sp       TAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAA
            ****** *********************************************** ** **
Perkinsus   GGAAGGCAGCA-GGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAAAAAT  473
P. marinus  GGAAGGCAGCAAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGATACAGAGAGGTAGTGACAAGAAAT
P. sp       GGAAGGCAGCA-GGCGCGCAAATTACCCAATCCTGATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAAT
            *********** ************************ **** ************* ****
Perkinsus   AACAATACAGGACTTTTAAAAGCCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAACCCCTTAAC  533
P. marinus  AACAATACAGGGCAATTC--TGTCTTGTAATTGGAATGAGTAGATTTTAAATCTCTTTAC
P. sp       AACAATACAGGGCAATTC--TGTCTTGTAATTGGAATGAGTAGATTTTAAATCTCTTTAC
            *********** *  **    * ******************* * ****** * *** **
Perkinsus   GAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGC  593
P. marinus  GAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCG-TAATTCCAGCTCCAATAGC
P. sp       GAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGC
            *** * ********************************** *******************
Perkinsus   GTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTTGGATTGTGTTTAATGG  653
P. marinus  GTATATTAAAGTTGTTGC-GTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGCCTTGGGCGACCGA
P. sp       GTATATTAAAGTTGTTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGCCTTGGGCGACCGG
            ****************** ************************  *  *  *   *  *
Perkinsus   TCTGCCGTGA----GGTATGCACTGTTAGGCGCTTTCTTCTTG------TCAAAGACTGT  703
P. marinus  TCCACCTTTCCTACGGGATTGGTTGGTATCAGGTTTGACCTTGGCTTTTTCTTGGGATTC
P. sp       TCCACCTTTCCTACGGGTTAGGTTGGTATCAGGTTTGACCTTGGCTTTTTCTTGGGATTC
            **  ** *      **  *    ** **   * ***   ****      **   *  *
Perkinsus   GTGTGCTCTTAATTGAGTGTGC--TCAGGGTTTGGCA---CTTTTACTGTGAGAAAATTA  758
P. marinus  GTGCCCACGTACTTAACTGTGCGTTGACCGTGTTCCAAGACTTTTACTTTGAGGAAATTA
P. sp       GTGCTCACGCACTTAACTGTGCGTTGACCGTGTTCCAAGACTTTTACTTTGAGGAAATTA
            ***  * *  * ** * *****  * *  ** *  **   ******** **** ******
Perkinsus   GAGTGTTTAAAGCAGGCGTTTGCT-TGAATATTGCAGCATGGAATAATGGAATAGGATCA  817
P. marinus  GAGTGTTTCAAGCAGGCTTATGCCATGAATACATTAGCATGGAATAATAGGATATGACTT
P. sp       GAGTGTTTCAAGCAGGCTTATGCCGTGAATACATTAGCATGGAATAATAGGATATGACTT
            ******** ******** * ***  ******    ************* * *** **
Perkinsus   CGATCTTATTTTGTTGGTTTCTAGGATCGAGATAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGACA  877
P. marinus  CGGTCATATTTTGTTGGTTTCTAGGACTGAAGTAATGATTAATAGGGACAGTCGGGGGCA
P. sp       CGGTCATATTTTGTTGGTTTCTAGGACTGAAGTAATGATTAATAGGGACAGTCGGGGGCA
            ** ** ********************  **  **************** *** **** **
Perkinsus   TTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGATTAACTTCTGCGAAA  937
P. marinus  TTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAA-TTCTTGGATTTGTTAA-GACGAACTACTGCGAAA
P. sp       TTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAA
            **  ******* ************* *********** * ** **  **** ********
Perkinsus   GCATTTGTCAAGGATGTTTTCGTTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCA  997
P. marinus  CAGTTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCA
P. sp       GCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCA
               **** ************* ** ***********************************
Perkinsus   GATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATTGGGTGGCAGTTAATTA  1057
P. marinus  GATACCGTCCTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATTGGG-GGTCGTTAATTT
P. sp       GATACCGTCCTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATTGGG-GGTCGTTAATT-
            ********* ************************************* **  *******
Perkinsus   TATGACTTCATCAGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGT  1117
P. marinus  TA-GACGCCCTCAGCACCTCGTGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGT
P. sp       TA-GACGCCCTCAGCACCTCGTGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGT
            ** ***  * *********  ************** ************************
Perkinsus   CGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGC  1177
P. marinus  CGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCG-C
P. sp       CGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGANN-TGCGGC
            ***************************************************   **** *
Perkinsus   TTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCGGACATAGTGAGGATTGACAGATT  1237
P. marinus  TTAATTTGATTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCAGACATAGGAAGGATTGACAGATT
P. sp       TTAATTTGATTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCAGACATAGGAAGGATTGACAGATT
            ********* ************************** *******  **************
Perkinsus   GAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGA  1297
P. marinus  GATAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGA
P. sp       GATAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGA
            ** *********************************************************
Perkinsus   TTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTAACGTAAATT  1357
P. marinus  TTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTTAACCTGCTAAATAGTTGCGCGAAAC
P. sp       TTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTTAACCTGCTAAATAGTTGCGAGAAAC
            **************************************** *********  **  **
Perkinsus   CCGAT-TTACGGCA-TACTTCTTAGAGGGACTATCGGC-TTAAACCGATGGAAGTTTGAG  1414
P. marinus  TTTATGTTTCGTCGCTACTTCTTAGAGGGACTTTGTGTATTTAACACAAGGAAGCTTGAG
P. sp       TTTATGTTTCGCCGCTACTTCTTAGAGGGACTTTGTGTGTTTAACACAAGGAAGCTTGAG
               ** ** ** *  ***************** *  *  ** ***  * ***** *****
Perkinsus   GCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGA  1474
P. marinus  GCAATAACAGGTCTGTGATGCCCT-AGATGT-CTGGGCTGCACGCGCCCTACACTGACAC
P. sp       GCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCACGCGCGCTACACTGACAC
            ************************ ****** ****** ******** *********
Perkinsus   AGTCAACGAGTATTTTCCTACACCGGAAGGTGTGGGTAATCTTTTGAAACTTTATCGTGC  1534
P. marinus  GATCAACAAGTATTTCCTTGCCCGGTAGGGTTAGGGTAATCTTTTGAAATCGTGTCGTGC
P. sp       GATCAACAAGTATTTCCTTGCCCGGTAGGGTTAGGGTAATCTTTTGAAATCGTGTCGTGC
              ***** ******* * * * * * * ***  ****************   * ******
Perkinsus   TGGGGATAGATGATTGCAATTATTCATCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCATGTCA  1594
P. marinus  TAGGGATAGACGATTGCAATTATTCGTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAATGCAAGTCA
P. sp       TAGGGATAGACGATTGCAATTATTCGTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAATGCAAGTCA
            * ******** ************** ************************  *** ****
Perkinsus   TCAGCATGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATT  1654
P. marinus  TCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACAC--GCCGTCGCTCCTACCGATT
P. sp       TCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATT
            ***** *********************************   ******** *********
Perkinsus   GAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGAGGGA-AACTTTGATGGTGGCAACACCGACATTGATT  1713
P. marinus  GAGTGATCCGGTGAGCTGTCCGGACTGC-ATTAGTTCAGTTT------CTGTTCTCTTCG
P. sp       GAGTGATCCGGTGAGCTGTCCGGACTGCGATTAGTTCAGTTT------CTGTTCTTTTCG
            ** **     *****   ** ***  *  *    *   * *       * *   *
Perkinsus   CCCGAATTTGGACAAACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTA  1773
P. marinus  CGGGAAGTTCTGCAAACCTTATCACTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTA
P. sp       CGGGAAGTTCTGCAAACCTTATCACTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTA
            *  *** **   ***** *  *** ********** * **********************
Perkinsus   GGTGAACCTGCAGAAGGATCA-                                        1794
P. marinus  GGTGAACCTGCAGAAGGATCAA
P. sp       GGTGAACCTGCGGAAGGAT---
            *********** *******
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La secuencia del gen 18S de almeja fina (Ruditapes decussatus) (1.826 pb) resultó totalmente distinta
a la de nuestro aislado de Perkinsus cultivado (Fig. 4.2).
Figura 4.2. Comparación del gen ARNr 18S entre almeja fina (Ruditapes decussatus) (R. decuss) y nuestro aislado de
Perkinsus cultivado (Perkinsus).
El producto de PCR con los cebadores A/ D dio lugar a una banda brillante en el gel de agarosa
de aproximadamente 800 pb de longitud (datos no mostrados). De este fragmento secuenciamos
las 644 pb contiguas al gen 18S, incluyendo las regiones ITS1 y 5,8S completas, y parte de la ITS2.
La comparación de esta región genómica entre nuestro aislado de Perkinsus cultivado y P.
atlanticus de Portugal (Goggin 1994) se muestra en la Fig. 4.3. En ella podemos observar la gran
diferencia existente entre ambas secuencias.
R. decuss       AACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCT   60
Perkinsus       AACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCT
                ************************************************************
R. decuss       AAGTACACGCCTTTACACGGCAAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATGGTTCCTT   120
Perkinsus       AAGTATAAATATTTATATTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATT
                ***** *    **** *  *  ****************************** ***  **
R. decuss       AGATCGTACAATCCTACTTGGATAACTGTGGCAATTCTAGAGCTAATACATGCAACACAG   180
Perkinsus       TGATAATATC-TACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCGAAAAAG
                 ***  **   * ************* **** ********************* * * **
R. decuss       CTCCGACCTTACGGGAAGAGCGCTTTTGTTAGCC-CAAAACCAATCCGGTCCTCGTGGCC   239
Perkinsus       C-CCGACTT--CGGAAGGGCTGTATTTATTAGATACAAAACCAATGCGCT-----TCGGC
                * ***** *  *** * *   *  *** ****   ********** ** *     * * *
R. decuss       GGTCCTACATGGTGACTCTGAACAACTTTGTGCCGATCGTATGCCCTAGCGGCGACGACG   299
Perkinsus       GGT--TTCTTGGTGATTCATAATAACTTT--TCGGATCGCATGGCCTTGTGCCGGCGACG
                ***  * * ****** **  ** ******   * ***** *** *** * * ** *****
R. decuss       TGTCTTTCAAATGTCTGCCCTATCAACTGTCGATGGTACGTGCTATGCCTACCATGGTGA   359
Perkinsus       TTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAAGGTATTGGCTTACCATGGTTA
                * ** ******* *************** ********* *   *  ** ********* *
R. decuss       TAACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCATGAGATACGGCTACCA   419
Perkinsus       CAACGGGTAACGGAGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCA
                 ************ **** ************************ ***** **********
R. decuss       CATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCCGACACGGGGAGGTAGTGACG   479
Perkinsus       CTTCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACA
                * ********************************* *** ***** *************
R. decuss       AAAAATAACAATACGGGACTCTTTCGAGGCCCCGTAATTGGAATGAGTACACTTTAAATC   539
Perkinsus       AAAAATAACAATACAGGACT-TTTAAAAGCCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAACC
                ************** ***** ***  * ***  ****************** ****** *
R. decuss       CTTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTC   599
Perkinsus       CCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTC
                * ********** * *********************************************
R. decuss       CAATAGCGTATATTAAAGTTGCTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTCGGGTGCAGG   659
Perkinsus       CAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTTGGATTGTGT
                ********************* ************************** * ** *   *
R. decuss       CTTGCGGTCCGTCTCGCGGCGGTCACTGCTCGTCCTGGCCTCCACGCCGGCGTACCGTCC   719
Perkinsus       TTAATGGTCTGCCGTGAGGTATGCACTGTTAGGCGCTTTCTTCTTGTC-----AAAGACT
                 *   **** * *  * **    ***** * * *     ** *  * *     *  * *
R. decuss       CTTGGTGCTCTTGACTGAGTGT-CTCGGGCGGCCGGAACGTTTACTTTGAAGAAATTAGA   778
Perkinsus       GTGTGTGCTCTTAATTGAGTGTGCTCAGG-GTTTGGCACTTTTACTGTGAGAAAATTAGA
                 *  ******** * ******* *** ** *   ** ** ****** ***  ********
R. decuss       GTGCTCAAAGCAGGCCTTGGCCGCCTGCATAATGGTGCATGGAATAATGGAATAGGACCT   838
Perkinsus       GTGTTTAAAGCAGGCGTTTG---CTTGAATATTGCAGCATGGAATAATGGAATAGGATCA
                *** * ********* ** *   * ** *** **  ********************* *
R. decuss       CGGTTCTATTTTGTTGGTTTTCGGAGCTCGAGGTAATGATTAATAGGGACTGACGGGGGC   898
Perkinsus       CGATCTTATTTTGTTGGTTTCTAG-GATCGAGATAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGAC
                ** *  **************   * * ***** ****************  *  **** *
R. decuss       ATTCGTATTGCGGCGCTAGAGGTGAAATTCTTAGACCGTCGCAAGACGAACTACAGCGAA   958
Perkinsus       ATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGATTAACTTCTGCGAA
                ***  ****     *  *************** **     * ****  **** * *****
R. decuss       AGCATTTGCCAAGCATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTCAGAGGTTCGAAGACGATC   1018
Perkinsus       AGCATTTGTCAAGGATGTTTTCGTTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATC
                ******** **** ******** ****************** ** ** ************
R. decuss       AGATACCGTCGTAGTTCTGACCATAAACGATGCCAACTGTCGATCCGCCGG-AGTTGCTT   1077
Perkinsus       AGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATTGGGTGGCAGTTAATT
                ***************  * ********* ***** ***   ***  *  ** ****  **
R. decuss       CAATGACTCGGCGGGCAGCCTCCGGGAAACCAAAGTTTCTGGGTTCCGGGGGGAGTATGG   1137
Perkinsus       ATATGACTTCATCAGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGG
                  ******      *** * *  * **** ******** *********************
R. decuss       TTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGTGG   1197
Perkinsus       TCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGG
                * **** ************************************************** **
R. decuss       CTTAATTTGACTCAACACGGGGAACCTCACCCGGCCCGGACACTGCAAGGATTGACAGAT   1257
Perkinsus       CTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCGGACATAGTGAGGATTGACAGAT
                ********************* ** ****** ** *******  *  *************
R. decuss       TGAGAGCTCTTTCTTGATTCGGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCG   1317
Perkinsus       TGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG
                ********************  ************************************ *
R. decuss       ATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTCTAGCCTGCTAAATAGTTCGGGGATC   1377
Perkinsus       ATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTAACGTAAA-
                ******************* *************  ** *** *********   *  *
R. decuss       CTCTATCGAGTCCCCGTCAACTTCTTAGAGGGACAAGTGGCGCTTAGCCACACGAGATTG   1437
Perkinsus       ---TTCCGATTTACGGCATACTTCTTAGAGGGACTATCGGCTTAAACCGATGGAAGTTTG
                   *  *** *  * *   *************** *  ***    * * *    ** ***
R. decuss       AG-CAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCCGCACATGCGCTACACTGAA   1496
Perkinsus       AGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGAT
                ** ******************************** *********  ************
R. decuss       TGGATCAGCGTGCGTCTCGCCTGACCCGAGAGGGTTGGGAAACCCGTTGAACCCCATTCG   1556
Perkinsus       GAAGTCAACGAGTATTTTCCTACACCGGA-AGGTGTGGGTAATCTTTTGAAACTTTATCG
                    *** ** *  * *  *   *** ** ***  **** ** *  ***** *    ***
R. decuss       TGCTAGGGATTGGGGCTTGCAATTGTTCCCCATGAACGAGGAATTCCCAGTAAGCGCGAG   1616
Perkinsus       TGCTGGGGATAGATGATTGCAATTATTCATCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCATG
                **** ***** *  * ******** ***  * * ************* *********  *
R. decuss       TCATCAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCG   1676
Perkinsus       TCATCAGCATGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCG
                ********  **************************************************
R. decuss       ATCGCTCCAGTTAATGAGCTCTTCGGATTGGTCCCGTAGGCCTGCTTTCGGGTGGGCTCT   1736
Perkinsus       ATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGA--GG----GAAACTTTGATGGTGGCAACACCGA
                ** *      *** ****  **  ***  **    * *    ** *   **     *
R. decuss       CGGTCGTGCCGAGAAGATGCGCAAATTGACCGGAGTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAG   1796
Perkinsus       CATTGATTCCC-GAATTTGGACAAACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAG
                *  *  * **  ***  **  **** *        *************************
R. decuss       GTATCCGTAGGTGAACCTGCAGAAGGATCA                                1826
Perkinsus       GTTTCCGTAGGTGAACCTGCAGAAGGATCA
                ** ***************************
Capítulo IV. Caracterización molecular de nuestro aislado de Perkinsus en cultivo
- 77 -
Figura 4.3 (derecha). Comparación de las regiones ITS1, 5,8S e ITS2 (secuencia parcial) entre nuestro aislado de
Perkinsus cultivado (Perkinsus) y Perkinsus atlanticus de Portugal (P. atlant).
3. b) Análisis filogenético
La comparación de la secuencia del gen ARNr 18S de nuestro aislado de Perkinsus
cultivado con secuencias homólogas de P. marinus (Fong et al. 1993) y Perkinsus sp.
(Goggin y Barker 1993) dio como resultado unos bajísimos porcentajes de similitud entre
nuestro aislado y las otras dos especies del género Perkinsus (57,6% con P. marinus y 76,6%
con Perkinsus sp.) (Fig. 4.1). Los otros genes secuenciados de nuestro aislado de Perkinsus
cultivado mostraron aún mayor variación con respecto a P. marinus (datos no mostrados)
y a P. atlanticus de Portugal (Fig. 4.3). Recientemente, se ha depositado en el GenBank la
secuencia de una región genómica, que incluye el fragmento que nosotros secuenciamos
en nuestro aislado cultivado (desde la 18S hasta la ITS2), de P. atlanticus de almeja fina de
Galicia (número de acceso del GenBank AF140295). Ambas secuencias se comparan en la
Fig. 4.4, en la que observamos la sorprendente falta de similitud entre dos especies identi-
ficadas como Perkinsus procedentes de almeja fina de una misma región geográfica. La
enorme diferencia existente entre nuestro aislado en cultivo y las demás especies de Per-
kinsus nos llevó al estudio de la filogenia del nuestro aislado cultivado basándonos, como
es habitual en este tipo de análisis, en el gen 18S.
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Figura 4.4 Comparación del fragmento 18S- ITS2 entre nuestro aislado de Perkinsus cultivado (Perkinsus) y
Perkinsus atlanticus secuenciado directamente de almeja fina de Galicia (número de acceso del GenBank
AF140295) (P. atlant).
Perkinsus     -------------------AACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGC  31
P. atlant     AAGCATTGCATGATGCAATCACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGC
                                  ******************************
Perkinsus     TTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAATATTTATATTGT  81
P. atlant     TTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAGC-TTTAAACGGC
              *************************************   **** *  *
Perkinsus     GAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATTTGATAATATCT  131
P. atlant     GAAACTGCGAATGGCTCATTAAAACAGTTATAGTTTATTTGGTGATCGAT
              *********************** ***************** * **   *
Perkinsus     -ACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCGAAAAAGC  180
P. atlant     TACTATTTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCGTCAAGGC
               **** ************ ************************  ** **
Perkinsus     CCGACTTCGGAAGGGCTGTATTTATTAGATACAAAACCAA--TGCGCTTC  228
P. atlant     CCGACTTCGGAAGGGCTGCGTTTATTAGATACAGAACCAACCTAGGCCCC
              ******************  ************* ******  *  **  *
Perkinsus     GGCG-GT--TTCTTGGTGATTCATAATAACTTTTCGGATCGCATGGCCTT  275
P. atlant     GCCTAGTCCTTGTTGGTGATTCATAATAACCCGGCGAATCGCACGGC-TT
              * *  **  ** ******************    ** ****** *** **
Perkinsus     GTGCCGGCGACGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTA  325
P. atlant     GT-CCGGCGATGGACCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTATGGACGGTA
              ** ******* *   ******* ****** ******* ** * ** ****
Perkinsus     AGGTATTGGCTTACCATGGTTACAACGGGTAACGGAGAATTAGGGTTCGA  375
P. atlant     GGGTATTGGCCTACCGTGGCGTTGACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGA
              ********* **** ***     *********** **************
Perkinsus     TTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACTTCCAAGGAAGGCAGCA  425
P. atlant     TTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCA
              ********************************* ** *************
Perkinsus     GGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAAAAATAA  475
P. atlant     GGCGCGCAAATTACCCAATCCTGATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAA
              ************************ ****************** ******
Perkinsus     CAATACAGGACTTTTAAAAGCCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAAC  525
P. atlant     CAATACAGGGCAATTCT--GTCTTGTAATTGGAATGAGTAGATTTTAAAT
              ********* *  **    * ******************* * ******
Perkinsus     CCCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGT  575
P. atlant     CTCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGT
              * *** ***** * ************************************
Perkinsus     AATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCG  625
P. atlant     AATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCGGTTAAAAAGCTCG
              ************************************ *************
Perkinsus     TAGTTGGATTTTGGATTGTGTTTAATGGTCTGCCGTGA----GGTATGCA  671
P. atlant     TAGTTGGATTTCTGCCTTGGGCGACCGGTCCACCTTTCCTACGGGTTAGG
              ***********  *  *  *   *  ****  ** *      **  *
Perkinsus     CTGTTAGGCGCTTTCTTCTTG------TCAAAGACTGTGTGTGCTCTTAA  715
P. atlant     TTGGTATCAGGTTTGACCTTGGCTTTTTCTTGGGATTCGTGCTCACGCAC
               ** **   * ***   ****      **   *  *  ***  * *  *
Perkinsus     TTGAGTGTGC--TCAGGGTTTGGCA---CTTTTACTGTGAGAAAATTAGA  760
P. atlant     TTAACTGTGCGTTGACCGTGTTCCAAGACTTTTACTTTGAGGAAATTAGA
              ** * *****  * *  ** *  **   ******** **** ********
Perkinsus     GTGTTTAAAGCAGGCGTTTGCT-TGAATATTGCAGCATGGAATAATGGAA  809
P. atlant     GTGTTTCAAGCAGGCTTATGCCGTGAATACATTAGCATGGAATAATAGGA
              ****** ******** * ***  ******    ************* * *
Perkinsus     TAGGATCACGATCTTATTTTGTTGGTTTCTAGGATCGAGATAATGATTAA  859
P. atlant     TATGACTTCGGTCATATTTTGTTGGTTTCTAGGACTGAAGTAATGATTAA
              ** **   ** ** ********************  **  **********
Perkinsus     TAGGGATAGTTGGGGACATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTG  909
P. atlant     TAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTG
              ****** *** **** ****  ******* ********************
Perkinsus     GATTTATGAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATTTGTCAAGGATGTTTTCG  959
P. atlant     GATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCA
              ***** * *****  **** *************** *************
Perkinsus     TTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTA  1009
P. atlant     TTGATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCCTA
              ** ******************************************** **
Perkinsus     GTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATTGGGTGGCAGTTAATTATA  1059
P. atlant     GTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATTGGGGGTC-GTTAATTTTA
              *********************************** * * ******* **
Perkinsus     TGACTTCATCAGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCCGGGGGG  1109
P. atlant     -GACGCCCTCAGCACCTCGTGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGG
               ***  * *********  ************** ****************
Perkinsus     AGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACC  1159
P. atlant     AGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACC
              **************************************************
Perkinsus     AGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAG  1209
P. atlant     AGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGATTCAACACGGGAAAACTCACCAG
              *************************** **********************
Perkinsus     GTCCGGACATAGTGAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTAT  1259
P. atlant     GTCCAGACATAGGAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTCTAT
              **** *******  **************** *******************
Perkinsus     GGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTA  1309
P. atlant     GGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTA
              **************************************************
Perkinsus     ATTCCGTTAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTAACGTAAA---T  1356
P. atlant     ATTCCGTTAACGAACGAGACCTTAACCTGCTAAATAGTTGCGAGAAACTT
              **************************** *********  **  **   *
Perkinsus     TCCGATTTACGGCATACTTCTTAGAGGGACTATCGGC-TTAAACCGATGG  1405
P. atlant     TATGTTTCGCCGC-TACTTCTTAGAGGGACTTTGTGTGTTTAACACAAGG
              *  * **  * ** ***************** *  *  ** ***  * **
Perkinsus     AAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGC  1455
P. atlant     AAGCTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGC
              *** ******************************************* **
Perkinsus     ACGCGCGCTACACTGATGAAGTCAACGAGTATTTTCCTACACCGGAAGGT  1505
P. atlant     ACGCGCGCTACACTGACACGATCAACAAGTATTTCCTTGCCCGGTAGGGT
              ****************     ***** ******* * * * * * * ***
Perkinsus     GTGGGTAATCTTTTGAAACTTTATCGTGCTGGGGATAGATGATTGCAATT  1555
P. atlant     TAGGGTAATCTTTTGAAATCGTGTCGTGCTAGGGATAGACGATTGCAATT
                ****************   * ******* ******** **********
Perkinsus     ATTCATCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCATGTCATCAGCATGCGT  1605
P. atlant     ATTCGTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAATGCAAGTCATCAGCTTGCGT
              **** ************************  *** ********* *****
Perkinsus     TGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTG  1655
P. atlant     TGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTG
              *************************************** **********
Perkinsus     AATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGAGGGAAACTTTGATGGTGGCAACACCGA  1705
P. atlant     AGTGATCCGGTGAGCTGTCCGGACTGCGATTAGTTCAGTTTCT-----GT
              * **     *****   ** ***  *  * *      **  *      *
Perkinsus     CATTGATTCCCGAATTTGGACAAACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGT  1755
P. atlant     TCTTTTCGCGGGAAGTTCTGCAAACCTTATCACTTAGAGGAAGGAGAAGT
                **    *  *** **   ***** *  *** ********** * ****
Perkinsus     CGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCAGAAGGATCATTACCAAACGA  1805
P. atlant     CGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCAGAAGGATCATTCACAC-CGA
              *****************************************  **  ***
Perkinsus     TTCTTTGGATTCAGTTAGTAGCTTT-TTGAAGCGGCGCAAGCCAAATCGA  1854
P. atlant     TTCATTCTCTGC-GAAACTAGCGGTCTTGCTTCGGCGAGATGGGATCCCC
              *** **   * * *  * ****  * ***   *****  *    *  *
Perkinsus     GAAGTAGTTGGTTGACCGTAATTAGGAGAAATCCTT--CCAGCTGCACTG  1902
P. atlant     GCTTTGTTTGGATCCCCCCACCT----GACCGCCTTAACGGGCCGTGTTA
              *   *  **** *  **  *  *    **   ****  *  ** *   *
Perkinsus     ATTGGAT-TCAGAGTTTAATCAACCCCCT-GTGA-ACTAT--AAACCCGT  1947
P. atlant     GGTGATTATCTCCTATGAACCATTGTACTAGTCACAGTATCCAAATCCTT
                **  * **     * ** **     ** ** * * ***  *** ** *
Perkinsus     ACTGTTATTG-TCTTTTGGGTGGTACTG--AAGCTGTTTACAGTCGATGT  1994
P. atlant     TTGGATTTTGGTATTTCAAAACGAAATTCCAAACTCTCAACGATGGATGC
                 * * *** * ***      * * *   ** ** *  **  * ****
Perkinsus     G-CTGCCC-AGAAGCGAT-AGCGCTTTATTGAACTACTAAACGAATTATA  2041
P. atlant     CTCGGCTCGAGAATCGATGAAGGACGCAGCGAAGTGCGATAAGCACTG--
                * ** * **** **** *  *    *  *** * * * * * * *
Perkinsus     TCTATACGCAAAATCTCTTTATTATTTAATAATAATAATTGACAACTTTT  2091
P. atlant     -CGATTTGCAGAATTCCGTGAACCAGTAGAAATC-TCAACGCATACTGCA
               * **  *** ***  * * *     **  ***  * *  *   ***
Perkinsus     AACAGTGGATCTCTAGGCTC-GTGGATCGATGA-AGAG-CGCAGCAAAAT  2138
P. atlant     CAAAGGGGATCTTTCCTCTTTGTACATACATATCAGTGTCGCTCTTCTTC
               * ** ****** *   **  **  **  **   ** * ***
Perkinsus     GCGATACGTAATGTGAATTG----CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCCT  2184
P. atlant     CCGATACAAACATTTTGTTGTTAACGCAACTCAGTGCTTTGTATCCCGCT
               ******  *   *   ***    *  ** ******  *  *      **
Perkinsus     TGAACGCAAATTGCGGTGTTGGGTATTCCCGGCACCATGCTTGGTTGAGT  2234
P. atlant     TGGACTAACTCTTCGGAGATAGTTCGTTATGTGCGCTTG--TGAAGGCAG
              ** **  *   * *** * * * *  *   *    * **  **   *
Perkinsus     GTCACTTAATCTAACAAAATTCAATTTATTTTGGGTATTGTTAC-AGATG  2283
P. atlant     GCGTATTAATTTGCAAGGCTATAATCTCGTATTGTAGCCCCTCCGAGAGG
              *    ***** *   *   *  *** *  * * *       * * *** *
Perkinsus     AGGTTA----CGAGGCGTCTATTTAATAG-----AACTTCGAACCTTTAA  2324
P. atlant     AGGACCGCGCCTGTGAGTGTCTTTCGATGCTCGCAAGTCCGACTGTGTTG
              ***       *   * ** * ***    *     ** * ***   * *
Perkinsus     TGACTAGCAAGACGCATGACTTT-TGAAG---TTCATTGCAGCTACTTGT  2370
P. atlant     TGGTGAT-ATCACGTGTTCCTTGATCACGCGATTCTTCTCTTCAACGCAT
              **   *  *  ***  *  ***  * * *   *** *  *  * **   *
Perkinsus     GTGGCAATATTGTTTCGACAATTTAAAGCGCATGTTGGCTCAGTGGATGT  2420
P. atlant     TATGTCA-ATTCTTGATGAAATGCAGAGAAGTGTTTGGATCACGCGTTCA
                 *  * *** **     ***  * **      **** ***   * *
Perkinsus     TAATTCTTAAATTATTGCTGT----                           2441
P. atlant     GTCTGGTCGCGAGATAGCTATATAT
                                         *     *               * *   ** *  *
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Los resultados preliminares indicaron que la secuencia de nuestro aislado de Perkinsus se
encontraba más próxima a los ARNr de Choanoflagellida y un grupo de protistas recien-
temente descrito (Ragan et al. 1996) con origen evolutivo cercano al de Choanoflagellida,
Metazoa o Fungi. Este grupo se llama provisionalmente "clade" (grupo filogenético) de los
DRIP (Ragan et al. 1996) o Mesomycetozoa (Herr et al. 1999). Esta información nos llevó a
reunir un grupo de 34 secuencias de organismos eucariotas (Tabla 4.3) en el que se in-
cluían todas las secuencias conocidas del gen ARNr de los DRIPs, además de muestras
representativas de Choanoflagellida, Fungi y Metazoa. El grupo también contenía dos
secuencias de Perkinsus (P. marinus y Perkinsus sp.) y secuencias representativas de Dino-
phyceae y Coccidia.
Tabla 4.3. Lista de las secuencias del gen ARNr 18S empleadas en el análisis filogenético.
Especie Nº acceso Especie Nº acceso
Homo sapiens X03205 Ichthyophonus hoferi U25637
Petromyzon marinus M97575 Psorospermium haeckelii U33180
Branchiostoma floridae M97571 rosette agent of salmon L29455
Artemia salina X01723 Rhinosporidium seeberi AF118851
Eurypelma californica X13457 Dermocystidium salmonis U21337
Argopecten irradians L11265 Saccharomyces ceresiviae J01353
Trichoplax adhaerens L10828 Pneumocystis carinii X12708
Anemonia sulcata X53498 Neurospora crassa X04971
Tripedalia cystophora L10829 Trichophyton rubrum X58570
Mnemiopsis leidyi L10826 Bullera alba X60179
Scypha ciliata L10827 Dacrymyces chrysospermus L22257
Microciona prolifera L10825 Perkinsus marinus X75762
Diaphanoeca grandis L10824 Perkinsus sp. L07375
Acanthocoepsis unguiculata L10823 Symbiodinium meandrinae L13718
Monosiga brevicollis AF100940 Gloeodinium viscum L13716
Anurofeca richardsi AF070445 Toxoplasma gondii X68523
 nuestro Perkinsus AF192386 Cryptosporidium parvum X64340
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La Fig. 4.5 muestra las relaciones filogenéticas entre las secuencias ARNr 18S de nuestro
aislado de Perkinsus cultivado y las del grupo de eucariotas anteriormente definido. En
este árbol filogenético, P. marinus y Perkinsus sp. se sitúan dentro de los alveolados y pró-
ximos a los Dinophyta y Coccidia. En cambio, nuestro aislado de Perkinsus cultivado apa-
rece estrechamente relacionado con los DRIPs y más específicamente con los géneros Anu-
rofeca, Ichthyophonus y Psorospermium. La considerable longitud de las ramas internas que
separan nuestro aislado de Perkinsus de P. marinus- Perkinsus sp. indican sin ningún tipo
de duda el distinto origen evolutivo de estos dos grupos de protistas. Los valores de "bo-
otstrap support" obtenidos para nuestro aislado de Perkinsus y Anurofeca, Ichthyophonus y
Psorospermium (84% de "bootstrap support"; 93% "support" en otros análisis con muestreos
taxonómicos ligeramente distintos, datos no mostrados) refrendan la fuerte relación filo-
genética existente entre estos organismos.
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Figura 4.5. Relaciones evolutivas entre nuestro aislado de Perkinsus cultivado (Perkinsus? en la figura) y
otros 33 organismos, deducidas de análisis Neighbor- Joining de sus secuencias del ARNr 18S. Las longitu-
des horizontales son proporcionales a las distancias evolutivas (ver escala). Los valores de porcentaje de
"bootstrap" mayores del 50% se muestran en los nodos del árbol.
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3. c) Análisis de restricción
La pareja de cebadores u1/ p336 amplificó una región del gen ARNr 18S de 390 pb
de longitud en los tres aislados de hipnosporas y en nuestro aislado de Perkinsus cultiva-
do. La mezcla de reacción, en la que no se había añadido ADN, no produjo ninguna ban-
da.
Los productos de las reacciones de PCR u1/ p336 de los "minipreps" de los clones
se visualizaron en el gel de agarosa como bandas brillantes del tamaño apropiado (alre-
dedor de 390 pb) (datos no mostrados).
El enzima HhaI tiene como diana la secuencia GCGC, por lo que corta los pro-
ductos u1/ p336 de nuestro aislado de Perkinsus cultivado en dos fragmentos de 224 y 166
pb, y los de almeja fina en dos fragmentos de 200 y 202 pb. El fragmento u1/ p336 de las
demás especies de Perkinsus, incluido el P. atlanticus aislado de almeja fina de Galicia que
no se corresponde con nuestro aislado (AF140295), no tiene diana para el enzima. Me-
diante la digestión de los productos de PCR u1/ p336 de los "minipreps" de los clones con
el enzima HhaI, obtuvimos cuatro perfiles de restricción distintos:
1) una banda de aproximadamente 400 pb (producto sin cortar), que correspon-
dería a P. atlanticus AF140295 (es decir, a la especie de Perkinsus de Galicia que
no es nuestro aislado) (Fig. 4.6, calles 2, 3 y 5). Este perfil apareció en siete clo-
nes de H1, y en nueve de H2 y H3.
2) una banda de 200 pb, correspondiente a almeja fina (Fig. 4.6, calle 1). Este perfil
se detectó en dos de los clones de H1.
3) dos bandas, de unos 220 y 160 pb aproximadamente, que corresponden a
nuestro aislado de Perkinsus cultivado (Fig. 4.6, calles 6 y 7). El perfil apareció
en uno de los clones de H3, y en los diez clones de nuestro aislado de Perkinsus
cultivado.
4) dos bandas, de tamaños aproximados 210 y 130 pb, respectivamente (Fig. 4.6,
calle 4). Fue uno de los clones de H2 el que produjo este perfil, del que no
identificamos el organismo origen.
Por causas probablemente metodológicas, no detectamos ninguna banda en uno de los
clones de H1. En el gel de la Fig. 4.6 hemos incluido muestras representativas de todos los
perfiles. Las secuencias obtenidas para el fragmento u1/ p336 de los "minipreps" de los
clones confirmaron los resultados del análisis de restricción, esto es, la existencia de dos
organismos distintos, P. atlanticus y nuestro aislado de Perkinsus en cultivo, en los aislados
de hipnosporas (datos incluidos en la Fig. 4.4).
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4. DISCUSIÓN
El gen ARNr 18S ha sido frecuentemente usado para estudiar distancias filogenéticas en-
tre parásitos protozoos, incluyendo miembros del filum Apicomplexa, ya que presenta
tanto regiones conservadas como no conservadas (Escalante y Ayala 1995, Gajadhar et al.
1991, Morrison y Ellis 1997). Los análisis filogenéticos basados en este gen indicaron cla-
ramente que nuestro aislado de Perkinsus cultivado era evolutivamente distinto del género
Perkinsus. Aún más, ambos pertenecen a diferentes grupos de fila: Alveolata para P. mari-
nus y Perkinsus sp., Metazoa- Fungi- Choanoflagellida- DRIP para nuestro aislado de Per-
kinsus cultivado. El "clade" de los DRIP (Dermocystidium, agente de la roseta, Icthyophonus
y Psorospermium) (Ragan et al. 1996) es un nuevo grupo de protistas que poseen un origen
evolutivo similar al de Choanoflagellida, esto es, cercano a la divergencia entre Metazoa y
Fungi. Los datos de la secuencia del gen ARNr 18S indican que nuestro aislado de Perkin-
sus cultivado está muy relacionado con lo géneros Anurofeca, Ichthyophonus, y Psorosper-
mium, todos ellos incluidos en este "clade". En la actualidad se están añadiendo más orga-
nismos en este "clade", como Rhinosporidium seeberi (Herr et al. 1999), Prototheca richardsi y
Sphaerosoma arcticus (comunicación personal de Ragan). Por tanto, el acrónimo derivado
de los nombres de los primeros organismos agrupados en el "clade" ya no resulta apro-
Figura 4.6. Análisis de restricción de
los productos u1/ 336 de los clones de
nuestro Perkinsus cultivado y de los
tres aislados de hipnosporas (H1, H2 y
H3). Las calles 1-2 corresponden a H1,
las calles 3-4 a H2, las calles 5-6 a H3,
y la calle 7 a nuestro aislado de Per-
kinsus cultivado. La octava calle del
gel es el producto de PCR u1/ p336 de
uno de los clones de nuestro aislado
de Perkinsus sin cortar con HhaI, que
tomamos como referencia del tamaño
del fragmento completo. Las calles M,
a ambos extremos del gel, contienen
el marcador de peso molecular (esca-
lera de 100 pb).
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piado y se ha propuesto el término Mesomycetozoa, que significa "entre los animales y los
hongos", para acomodar el grupo de los DRIPs (Herr et al. 1999).
El 100% de similitud entre el ADN secuenciado de nuestro aislado de Perkinsus y
las hipnosporas, aisladas directamente de los tejidos de almeja y secuenciadas con ceba-
dores específicos de este aislado de Perkinsus, apoya la hipótesis de que ambos organis-
mos son el mismo, desechándose así la posibilidad de que los cultivos se establecieran a
partir de otros microorganismos presentes en la almeja que no desarrollan hipnosporas en
RFTM. Además, la diferencia en el gen 18S entre nuestro aislado de Perkinsus cultivado y
almeja fina demuestra la ausencia de contaminación con ADN del hospedador.
Dado que P. atlanticus (Azevedo 1989) y nuestro aislado de Perkinsus tienen un
mismo hospedador, y se localizan en zonas geográficamente próximas, habíamos postu-
lado que ambas pudieran ser una misma especie (Discusión del Capítulo III). Debido a los
resultados obtenidos con el gen 18S, y para comparar nuestro aislado de Perkinsus con el
P. atlanticus descrito en Portugal, secuenciamos en nuestro Perkinsus cultivado la única
región genómica conocida del parásito portugués, esto es, los dos espaciadores transcritos
internos ITS1 e ITS2 así como la región ARNr 5,8S (Goggin 1994). Este fragmento genómi-
co resultó totalmente distinto en ambos parásitos. Dado que las regiones ITS1 e ITS2 no
varían entre cepas de una misma especie, al menos para P. marinus (Robledo et al. 1999), es
seguro que nuestro aislado y P. atlanticus de Portugal son distintas especies. Precisamente
estos dos espaciadores internos y el gen 5,8S han servido recientemente para diferenciar
dos especies de Perkinsus aisladas de la almeja Mya arenaria, siendo una de ellas identifi-
cada como P. marinus y la otra como una nueva especie (Kotob et al. 1999b).
El análisis de los perfiles de restricción de los clones de hipnosporas demuestra la
existencia de dos organismos molecularmente diferentes en los tejidos de almeja, ambos
identificados como Perkinsus y ambos con la característica de formar hipnosporas en
RFTM. Uno de ellos, el de menor prevalencia, es el que nosotros aislamos y cultivamos in
vitro; el otro, que presenta mayor prevalencia, es el recientemente secuenciado P. atlanticus
AF140295. El primero está filogenéticamente muy alejado del género Perkinsus, a pesar de
que morfológicamente es muy similar a las demás especies del género, mientras que el
segundo es molecularmente similar a los demás Perkinsus. Puesto que los aislados de hip-
nosporas se obtuvieron agrupando branquias de distintas almejas, no podemos saber si
existe coinfección por los dos parásitos en un mismo individuo, aunque sí en la población.
En nuestro cultivo, por el contrario, existe un único organismo, ya que todos los clones de
Perkinsus cultivado mostraron el mismo perfil de restricción con HhaI, perfil esperado de
acuerdo con la secuencia del fragmento clonado.
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En uno de los aislados de hipnosporas obtuvimos algunos clones de tejido de almeja, lo
que demuestra la (ocasionalmente) no total purificación de las hipnosporas mediante la
digestión con NaOH. Sin embargo, y debido a la elevada proporción de clones de los ais-
lados de hipnosporas con el perfil de restricción característico de P. atlanticus AF140295
(no el aislado que nosotros tenemos en cultivo), la probabilidad de que este ADN clonado
provenga realmente de las hipnosporas es muy alta. Por otra parte, ya hemos demostrado
mediante la secuenciación del ADN de las hipnosporas, amplificado con cebadores espe-
cíficos para nuestro aislado de Perkinsus, que esta especie también desarrolla este estadio
celular. La presencia de un clon de hipnosporas con el perfil de restricción característico
de nuestro aislado de Perkinsus cultivado apoya esta afirmación. Curiosamente, el perfil
de restricción de uno de los clones de hipnosporas no correspondió con ninguno de los
aislados de Perkinsus, y tampoco con almeja. Por tanto, parece que existe otro organismo
no identificado en la almeja fina de esta población experimental, pero no sabemos si for-
ma o no hipnosporas debido a la no total purificación de las hipnosporas con NaOH.
Mediante la técnica del RFTM hemos diagnosticado indistintamente el P. atlanticus
AF140295, semejante molecularmente a las demás especies del género Perkinsus, y nuestro
aislado de Perkinsus cultivado, totalmente distinto genómicamente. Esto demuestra que la
técnica de diagnóstico por RFTM no es válida para el diagnóstico de la perkinsiosis debi-
do a su falta de especificidad, puesto que existen organismos distintos de Perkinsus que
desarrollan hipnosporas en RFTM. Sería aconsejable la sustitución del método tradicional
de diagnóstico de Perkinsus por métodos más sensibles y específicos basados en técnicas
de biología molecular. Robledo et al. (1998) han demostrado recientemente la mayor sen-
sibilidad de la PCR comparada con la técnica tradicional del RFTM para el diagnóstico de
P. marinus. Esta técnica molecular se ha empleado con éxito en el diagnóstico de diversos
patógenos, como el propio P. marinus (Marsh et al. 1995), Haplosporidium nelsoni (Stokes et
al. 1995), parásitos de la malaria (Tham et al. 1999) o algunas especies de Microsporidios
(Malone y McIvor 1996). La aplicación de una PCR específica para Perkinsus podría supo-
ner una alternativa al RFTM.
En conclusión, nuestro aislado de Perkinsus es filogenéticamente distinto de las
otras especies del género, incluyendo los parásitos de almeja fina P. atlanticus de Portugal
y P. atlanticus de Galicia. Por tanto, proponemos que nuestro aislado de Perkinsus en culti-
vo aislado de almeja fina de Galicia sea considerado una nueva especie denominada Pseu-
doperkinsus tapetis, dentro del "clade" de los Mesomycetozoa. En adelante, por consi-
guiente, aludiremos al protozoo cultivado con el nombre de P. tapetis.
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CAPÍTULO V
EFECTO DE LOS PRODUCTOS DE SECRECIÓN (PS) DE Pseudoperkinsus
tapetis EN LA FAGOCITOSIS DE ALMEJA Y MEJILLÓN
1. ANTECEDENTES
El desarrollo de cultivos in vitro de Perkinsus marinus ha facilitado el estudio de sus pro-
ductos de secreción y de su interacción con el sistema defensivo del hospedador. En parti-
cular, los mecanismos de defensa celular de la ostra se ven inhibidos por los productos
extracelulares (ECP) de P. marinus (Anderson 1999a, Garreis et al. 1996). La importancia de
los productos secretados activamente por el parásito en la evasión de la actividad defensi-
va hemocítica del hospedador se manifiesta en la estimulación de la quimioluminiscencia
(CL) de los hemocitos de ostra por exposición a células de P. marinus muertas, mientras
que esta actividad celular se inhibe frente a células vivas (Anderson 1999a). En cuanto a
los mecanismos de defensa humorales, tanto la actividad lisozima como el título de he-
maglutinación del suero disminuyen con el tratamiento con ECP de P. marinus (Garreis et
al. 1996). Por tanto, los productos secretados por el parásito tienen un efecto negativo so-
bre algunos de los más relevantes mecanismos de defensa celulares y humorales del hos-
pedador, lo que podría facilitar la infección. De hecho, se ha demostrado in vivo que el
tratamiento de las ostras con ECP de P. marinus favorece su infección por el parásito (La
Peyre et al. 1996).
Parece probable que la inhibición del sistema inmune de la ostra por los ECP se
deba en su mayor parte a las proteasas que éstos contienen (Garreis et al. 1996). Dichas
proteasas, de la clase serina, han sido recientemente caracterizadas y purificadas (Faisal et
al. 1999a, La Peyre et al. 1995a), y se ha determinado su efecto destructivo sobre determi-
nadas proteínas del suero de la ostra (Oliver et al. 1999).
En este Capítulo estudiaremos los productos de secreción de Pseudoperkinsus tapetis
cultivado. Cuantificaremos sus efectos en la fagocitosis de los hemocitos empleando di-
versos tipos de partículas fagocíticas, y determinaremos su contenido enzimático y pro-
teolítico.
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2. MATERIALES Y MÉTODOS
2. a) Obtención de la hemolinfa
Las almejas finas (R. decussatus) se obtuvieron de la Ría de Camariñas y los meji-
llones (M. galloprovincialis) de la Ría de Vigo, ambas en Galicia (NO España). Trescientos
individuos de cada especie fueron mantenidos en tanques y alimentados diariamente co-
mo describimos en el apartado 2. a) del Capítulo II.
La concha de cada animal se agujereó para extraer 1 ml de hemolinfa a partir del
músculo aductor con una jeringuilla de insulina estéril. Con la hemolinfa de varios ani-
males (de tres a cinco dependiendo del experimento) se hicieron grupos cuyo número de
hemocitos se calculó mediante recuento directo al microscopio en una cámara de Neu-
bauer. La hemolinfa se mantuvo en hielo hasta que se usó (siempre menos de 30 min).
2. b) Diagnóstico por RFTM
Las branquias de 50 almejas procedentes de la población experimental antes citada
se trataron con la técnica del RFTM, descrita en el Capítulo I (apartado 2. b), para la detec-
ción de hipnosporas de Pseudoperkinsus tapetis y/o Perkinsus.
2. c) Obtención de los productos de secreción (PS) de P. tapetis
Los cultivos de P. tapetis (Capítulo III) se centrifugaron durante 10 min a 500 × g, y
las células precipitadas se resuspendieron en tampón fosfato salino (PBS) (Apéndice). El
parásito se mantuvo en PBS durante 3 días a 26 ºC para permitir la liberación de los pro-
ductos de secreción (PS) de las células al medio. La suspensión celular se centrifugó du-
rante 20 min a 2.000 × g y el sobrenadante, que contenía los PS de P. tapetis, se separó, ali-
cuotó y conservó a -20 ºC hasta su uso.
Para comparar la viabilidad de P. tapetis en PBS y en las condiciones óptimas de
cultivo (esto es, con el medio nutritivo empleado rutinariamente para el cultivo del pará-
sito), las células se resuspendieron en cada uno de estos medios (dos réplicas para cada
muestra) y se incubaron a 26ºC. Los días 0 y 3 se cuantificó el porcentaje de células viables
mediante tinción con azul tripán y recuento en la cámara de Neubauer.
2. d) Ensayos de fagocitosis
Para llevar a cabo los experimentos de fagocitosis se empleó zimosán A (Sigma) y
las bacterias Escherichia coli y Vibrio tapetis. La suspensión de zimosán preparada en PBS
estéril (Apéndice) se calentó durante 1 hora a 100 ºC. Después se lavaron las partículas
dos veces y se resuspendieron en PBS de modo que la proporción zimosán: hemocito fue-
ra aproximadamente 100: 1. La bacteria E. coli se creció en TSB, y para el cultivo de V. tape-
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tis este medio se suplementó con NaCl a una concentración final del 2%. Las suspensiones
celulares se mantuvieron dos días a 21 ºC y después se lavaron dos veces en PBS. Final-
mente, se ajustó la concentración bacteriana para que la proporción bacteria: hemocitos
también fuera 100: 1.
Para los ensayos de fagocitosis, añadimos alícuotas de 400 µl de los grupos de he-
molinfa en cada pocillo de un portaobjetos de 8 celdillas (Nunc). Los portaobjetos se incu-
baron en cámaras húmedas durante 30 min a 21 ºC para permitir que los hemocitos se
adhirieran al fondo de las celdillas. Después se eliminó el suero y las monocapas de he-
mocitos se lavaron dos veces con ASW 35‰, tras lo que se preincubaron durante 3 h con
400 µl de PS o PBS fresco (control) en cámaras húmedas. Entonces se añadieron el zimo-
sán o las bacterias y los portaobjetos se incubaron en las mismas condiciones durante 2 h,
en las que tuvo lugar el proceso de fagocitosis. Finalmente, tras desmontar las celdillas,
los portaobjetos fueron lavados dos veces con ASW 35‰, fijados en etanol, teñidos con
Hemacolor (Merck) y montados con DePeX (BDH). Para cada experimento se hicieron dos
réplicas, en cada una de las cuales se contaron al menos 150 hemocitos.
La fagocitosis de zimosán se ensayó a 15 ºC y a 21 ºC.
Los portas con hemocitos preincubados en PS y PBS (controles) se fijaron a distin-
tos tiempos (10 min, 20 min, 1 h y 2 h) tras la adición del zimosán para estudiar la cinética
de la fagocitosis.
Se probaron distintos tiempos de preincubación en PS y PBS (15 min, 30 min, 1 h, 2
h y 3 h) para determinar el tiempo de tratamiento con PS necesario para producir inhibi-
ción.
2. e) Viabilidad de los hemocitos tratados con PS
Para obtener los hemocitos, centrifugamos dos grupos de hemolinfa de almeja y
dos de mejillón (tres animales por grupo) a 500 × g durante 15 minutos. La mitad del pre-
cipitado de cada grupo se resuspendió en PS de P. tapetis (hemocitos experimentales) y la
otra mitad en PBS (hemocitos control). La viabilidad de los hemocitos se determinó tres
horas más tarde por exclusión con azul tripán. Para cada especie de molusco calculamos
la media de los dos grupos de hemocitos experimentales y controles.
2. f) Análisis estadístico
La comparación en la disminución de células de P. tapetis viables tras tres días de
incubación en medio de cultivo y PBS se realizó con la prueba no parámétrica Kolmogo-
rov- Smirnov. Para detectar diferencias entre los hemocitos tratados con PS de P. tapetis y
los controles se aplicó esta misma prueba a las siguientes variables:
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• tasa de fagocitosis ([número de hemocitos fagocíticos/número total de hemoci-
tos contados] × 100)
• índice de fagocitosis (número de partículas fagocitadas/ número total de hemo-
citos contados)
• tasa estandarizada de fagocitosis ([tasa de fagocitosis de los hemocitos tratados
con PS/ tasa de fagocitosis de los hemocitos control] × 100)
• porcentaje de hemocitos viables en PBS y PS.
2. g) Caracterización de los PS
• Medición de la concentración de proteínas. La concentración total de proteínas de los
PS de cuatro cultivos distintos se midió espectrofotométricamente como describimos en el
apartado 2. d) del Capítulo II para el suero. Se calcularon la media y desviación estándar
de cuatro medidas.
• Determinación de la actividad enzimática. La actividad enzimática de los PS se de-
terminó con el sistema API ZYM (BioMérieux). Tanto este ensayo como el precedente se
llevaron a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante.
• Cuantificación de la actividad proteasa. La actividad proteasa de los PS obtenidos de
cuatro cultivos diferentes se midió siguiendo el método descrito por Sarath et al. (1989) y
posteriormente modificado por La Peyre et al. (1995a). La solución substrato se preparó
disolviendo azocaseína (Sigma) en tampón fosfato 50 mM, pH 7,5, a una concentración
final del 3%. La solución se centrifugó durante 10 min a 12.000 × g para lavar la azocaseí-
na, y el precipitado se resuspendió en el mismo tampón. Entonces se añadieron 250 µl de
la solución substrato a 150 µl de PS de P. tapetis y se incubó la mezcla a 27 ºC durante 18 h.
El blanco de reacción se preparó sustituyendo el PS por tampón fosfato. La reacción se
paró añadiendo 1,2 ml de ácido tricloroacético (TCA) al 10% frío del hielo; el blanco enzi-
ma se preparó entonces mezclando PS, TCA al 10% y substrato en este orden. Los tubos se
incubaron en hielo durante 30 min para permitir la completa precipitación de las azopro-
teínas, y a continuación se centrifugaron a 9.000 × g para precipitar el substrato no reacti-
vo. Alícuotas del sobrenadante, que contenía los azo- compuestos solubles en TCA, se
mezclaron con NaOH 1M, y se midió la absorbancia de esta solución a 440 nm. De acuer-
do con La Peyre et al. (1995a), consideramos una unidad de actividad proteasa como la
cantidad de enzima requerido para producir un cambio en absorbancia de 1 en una cubeta
de 1 cm en las condiciones del ensayo. Cada muestra se analizó por triplicado, y calcula-
mos la media y la desviación estándar de las cuatro medidas.
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3. RESULTADOS
3. a) Diagnóstico por RFTM
No se detectó la presencia de hipnosporas en ninguno de los animales muestrea-
dos. Por tanto, consideramos que la población experimental de las que se muestrearon y
procesaron las 50 almejas se encontraba libre tanto de Pseudoperkinsus tapetis como de Per-
kinsus.
3. b) Ensayos de fagocitosis
• Efecto de los PS en la fagocitosis de zimosán y bacterias
La disminución del porcentaje de células de P. tapetis viables tras tres días de incu-
bación fue similar en medio de cultivo (8,0% ± 2,25) y PBS (7,4% ± 1,5) (probabilidad de
dos colas < 0,001).
Las partículas fagocitadas, tanto zimosán como bacterias, eran fácilmente distin-
guibles en el citoplasma de las células sanguíneas (Fig. 5.1). Tanto la tasa como el índice
de fagocitosis de zimosán en mejillón y almeja fue menor en los hemocitos preincubados
en PS que en los hemocitos control (probabilidad de dos colas < 0,001). (Fig. 5.2).
Figura 5.1. Hemocitos de almeja fina (Ruditapes decussatus) fagocitando zimosán (A) y bacterias (B).
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Figura 5.2. Tasa (A) e índice (B) de fagocitosis de zimosán por los hemocitos de almeja fina (R. decussatus)
y mejillón (M. galloprovincialis) tratados con PS de Pseudoperkinsus tapetis cultivado o con PBS (controles).
Los resultados se expresan como media con desviación estándar (n= 2).
La tasa de fagocitosis de los hemocitos control fue de 48,3% en mejillón y de 42,4% en al-
meja. Este parámetro disminuyó hasta el 14,1% en mejillón y hasta el 26,4% en almeja
cuando los hemocitos se incubaron con PS, por lo que parece que este tratamiento produ-
ce una mayor inhibición de la tasa de fagocitosis en la primera especie de molusco que en
la segunda. Por otra parte, el índice de fagocitosis tanto de los hemocitos tratados con PS
como de los hemocitos control fue mayor en la almeja que en el mejillón. Como sucedía
con la tasa de fagocitosis, la disminución del índice de fagocitosis asociada al tratamiento
con PS fue mayor en el mejillón (de 0,72 en los controles a 0,22 en los hemocitos tratados
con PS) que en la almeja (de 1,06 a 0,79).
La inhibición de la tasa e índice de fagocitosis de zimosán a 15 ºC no fue estadísti-
camente diferente de la tasa a 21 ºC ni en mejillón ni en almeja (datos no mostrados). Co-
mo resultado de esta observación, los demás experimentos se realizaron a 21 ºC (tempe-
ratura ambiente).
La tasa y el índice de fagocitosis de bacterias (Fig. 5.3) disminuyó en los hemocitos
tratados con PS en comparación con los controles (probabilidad de dos colas < 0,001). La
inhibición, tanto de la tasa como del índice de fagocitosis, fue mayor para V. tapetis que
para E. coli (probabilidad de dos colas < 0,001).
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Figura 5.3. Tasa (A, C) e índice (B, D) de fagocitosis de las bacterias Escherichia coli (A, B) y Vibrio tapetis
(C, D) por los hemocitos de almeja fina (R. decussatus) y mejillón (M. galloprovincialis) tratados con PS de
Pseudoperkinsus tapetis cultivado o con PBS (controles). Los resultados se expresan como media con des-
viación estándar (n= 2).
La tasa estandarizada de fagocitosis en los hemocitos de almeja fue significativamente
menor (probabilidad de dos colas < 0,001) para V. tapetis que para zimosán o E. coli,
mientras que en los hemocitos de mejillón el parámetro estandarizado fue menor para
zimosán que para las bacterias (Tabla 5.1).
Tabla 5.1. Tasas de fagocitosis estandari-
zadas de los hemocitos de almeja y meji-
llón tratados con PS. Los resultados se
muestran como media con desviación es-
tándar (n= 2). Las medias seguidas por la
misma letra en una columna no son esta-
dísticamente distintas para p= 0,001 de
acuerdo con el test Kolmogorov - Smirnov.
Partícula Almeja Mejillón
zimosán 62,41 ± 5,93 a 29,66 ± 5,16 a
Escherichia coli 70,70 ± 9,28 a 55,18 ± 15,50 b
Vibrio tapetis 46,76 ± 1,8 b 49,21 ± 1,23 b
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• Efecto de los PS en la cinética de la fagocitosis de zimosán
El porcentaje de hemocitos de almeja tratados con PS que mostraban actividad
fagocítica aumentó de un 5,9% en los 10 primeros min a un 36,4% al cabo de 1 h (Fig. 5.4,
A). A partir de entonces no se detectó un aumento significativo en esta actividad. La tasa
de fagocitosis de los hemocitos control aumentó de forma similar pero alcanzando valores
superiores a los observados en los hemocitos tratados con PS. La tasa de fagocitosis de los
hemocitos de mejillón tratados con PS mostró un ligero aumento con el tiempo (de un
17,5% a los 10 min hasta un 32,4% a las 2 h) (Fig. 5.4, B). Los hemocitos de mejillón control
aumentaron bruscamente la tasa de fagocitosis en los primeros 20 min (de un 13,9% a los
10 min hasta un 79,8% a los 20 min). A partir de entonces, el incremento en la tasa de fa-
gocitosis fue lento y progresivo, alcanzando el máximo, un 91,1%, 2 h después de haber
añadido las partículas de zimosán.
La tasa de fagocitosis de los hemocitos control fue mayor en los mejillones que en
las almejas, pero a su vez la inhibición inducida por el tratamiento con PS fue mayor en
mejillón que en almeja.
Figura 5.4. Cinética de la tasa de fagocitosis de zimosán de los hemocitos de almeja fina (R. decussatus) (A)
y mejillón (M. galloprovincialis) (B) tratados con PS de Pseudoperkinsus tapetis cultivado o con PBS (con-
troles). Los resultados se expresan como media con desviación estándar (n= 2).
• Influencia del tiempo de preincubación con PS en la tasa de fagocitosis
La tasa de fagocitosis de los hemocitos de almeja y mejillón disminuyó, respecti-
vamente, del 65,3% ± 1,4 y 77,2% ± 3,2 con 15 min de incubación en PS al 39,8% ± 6,3 y
36,6% ± 0,1 con 30 min de incubación (Fig. 5.5). La inhibición de la fagocitosis no aumentó
con mayores tiempos de incubación de los hemocitos en PS.
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Figura 5.5. Tasa de fagocitosis de zimosán de los hemocitos de almeja (R. decussatus) (A) y mejillón (M.
galloprovincialis) (B) preincubados durante distintos tiempos con PS de Pseudoperkinsus tapetis cultivado o
con PBS (controles). Los resultados se expresan como media con desviación estándar (n= 2).
3. c) Viabilidad de los hemocitos tratados con PS
Los hemocitos de almeja y mejillón incubados en PS de P. tapetis mostraron menor
viabilidad que los hemocitos control (probabilidad de dos colas < 0,001) (Fig. 5.6). El por-
centaje de hemocitos control viables varió entre un 75 y un 80%, y la viabilidad de hemo-
citos tratados con PS osciló de un 48 a un 65% en todos los casos.
Figura 5.6. Viabilidad de los hemocitos
de almeja fina (R. decussatus) (A) y
mejillón (M. galloprovincialis) (B) pre-
incubados en PS de Pseudoperkinsus
tapetis cultivado y PBS (controles). Los
resultados se expresan como media
con desviación estándar (n= 2).
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3. d) Caracterización de los PS
La concentración de proteínas totales de los PS de P. tapetis fue de 0,180 ± 0,08
mg/ml. Las actividades enzimáticas determinadas con el ensayo API ZYM se muestran en
la Tabla 5.2. La mayor actividad fue la fosfatasa ácida, y también fueron altas las activida-
des galactosidasa, glucuronidasa y fosfohidrolasa. La actividad proteásica de los PS de P.
tapetis determinada con azocaseína fue de 0,190 ± 0,084 U/ml.
Enzima Actividad
fosfatasa ácida elevada (>40 nmol)
α - galactosidasa moderada (20 nmol)
β - glucuronidasa
β - galactosidasa baja (10 nmol)
naftol-AS-BI-fosfohidrolasa
esterasa lipasa (C8)
quimotripsina débil (5 nmol)
N-acetil-β - glucosaminidasa
4. DISCUSIÓN
Los productos secretados por Pseudoperkinsus tapetis cultivado in vitro tienen un efecto
inhibidor sobre la fagocitosis de su hospedador, la almeja fina R. decussatus, y también
sobre la del mejillón M. galloprovincialis. Para determinar el grado de infección de las al-
mejas finas por Perkinsus sp. en el Capítulo II empleamos la técnica del RFTM, que, como
vimos en el Capítulo IV, diagnostica tanto Perkinsus como P. tapetis. Por tanto, es posible
que la menor actividad fagocítica de los hemocitos de almeja infectada en comparación
con almeja no infectada que obtuvimos en el Capítulo II se deba, al menos en parte, a la
secreción in vivo por parte de P. tapetis de productos semejantes a los que libera in vitro. 
Se ha demostrado que los productos extracelulares (ECP) de P. marinus modulan in
vitro los mecanismos defensivos del hospedador (Garreis et al. 1996). Los ECP de P. mari-
nus y las proteasas que éstos contienen son capaces de inhibir la movilidad de los hemo-
citos de ostra (Garreis et al. 1996), actividad estrechamente relacionada con la fagocitosis.
Tabla 5.2. Resulta-
dos del ensayo API
ZYM de los PS de
Pseudoperkinsus
tapetis cultivado (los
resultados se expre-
san  como la canti-
dad de substrato
hidrolizado en nmol).
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Las células de P. marinus, por el contrario, estimulan dicha movilidad (Garreis et al. 1996)
probablemente gracias a determinantes de superficie que facilitan el reconocimiento y
entrada en el interior de las células sanguíneas, donde el parásito puede proliferar (Vasta
et al. 1995). In vivo, la intensidad de la infección por P. marinus en ostra aumenta cuando
los bivalvos se tratan con ECP (La Peyre et al. 1996). Esto confirma la importancia de los
productos secretados por el parásito en el proceso de infección del hospedador, a pesar de
que su función exacta es todavía desconocida.
El porcentaje de hemocitos de almeja y mejillón con actividad de fagocitosis des-
cendió sustancialmente cuando las células se preincubaron con PS de P. tapetis. Puesto que
se ha demostrado que las proteasas contenidas en los ECP de P. marinus producen la inhi-
bición de muchos mecanismos de defensa celulares y humorales de la ostra (Anderson
1999a, Garreis et al. 1996), es probable que el descenso en la actividad fagocítica de los
hemocitos de almeja y mejillón preincubados en PS de P. tapetis se deba a las proteasas
presentes en dichos PS. Las proteasas podrían provocar cambios en las propiedades de la
membrana de los hemocitos, como la permeabilidad o la conformación, que condiciona-
ran su capacidad fagocítica. De hecho, hemos comprobado que el tratamiento con PS de P.
tapetis reduce la viabilidad de los hemocitos de almeja y mejillón. Esto no afecta los resul-
tados de los ensayos de fagocitosis ya que sólo se contaron los hemocitos adheridos al
portaobjetos, es decir, los hemocitos vivos.
Los enzimas proteolíticos pueden participar en reacciones necróticas en moluscos
infectados con Perkinsus porque son capaces de degradar componentes de la matriz extra-
celular del estroma y de la membrana basal, facilitando la invasión de los tejidos del hos-
pedador por el parásito (Anderson 1996b). Puesto que la morfología de P. tapetis es muy
similar a la de Perkinsus (Capítulo III), y ambos organismos parasitan la almeja fina (Ca-
pítulo IV), es posible que algunos de los parásitos encapsulados que describimos en los
tejidos de almeja fina en el Capítulo I fueran P. tapetis. La secreción de enzimas líticos in
vivo similares a los liberados in vitro por parte de P. tapetis podría ser responsable de la
degradación de la cápsula en la que los hemocitos envuelven a las células parasitarias en
los tejidos del hospedador.
La actividad proteásica de los PS de P. tapetis recogidos tras tres días de cultivo fue
similar a la descrita en P. marinus el primer día de cultivo (La Peyre et al. 1995a). Las con-
diciones subóptimas en las que se creció P. tapetis (en PBS) podría explicar, en nuestro
caso, la baja concentración de este producto de secreción, porque el parásito tuvo que
adaptarse y sobrevivir en un medio no nutritivo. Sin embargo, los PS no son los productos
de P. tapetis estresado o moribundo ya que la viabilidad de las células parasíticas cuando
se recogieron los sobrenadantes fue similar en PBS y en medio de cultivo.
De acuerdo con diversos estudios realizados sobre los cambios en los mecanismos de de-
fensa de los moluscos previa exposición a material extraño, parece que estos animales son
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capaces de desarrollar cierta memoria para las enfermedades (Chu 1988, Ford 1988,
Gaffney y Bushek 1996). La fagocitosis y la encapsulación, por ejemplo, aumentan tras
repetidas inoculaciones de material no propio a los animales (Acton y Evans 1968, Bayne
1980, Van der Knaap et al. 1983). Sin embargo, esta activación del sistema inmune es sólo
temporal, permaneciendo en todos los casos menos de 2 meses; por tanto, no se llega a
alcanzar una verdadera inmunidad adquirida (Brehèlin 1986). A pesar de que el diagnós-
tico del parásito por la técnica del RFTM resultó negativo, las almejas pudieron haber es-
tado expuestas a Pseudoperkinsus con anterioridad, adquiriendo cierta memoria para la
enfermedad. Esto podría explicar que la inhibición de la tasa de fagocitosis de zimosán de
los hemocitos preincubados en PS de P. tapetis fuera mayor en el mejillón que en la almeja.
Estas últimas podrían incluso estar infectadas en el momento del experimento sin que se
detectara por las técnicas de diagnóstico aplicadas, ya que éstas son menos sensibles que
las pruebas moleculares que mencionábamos en la Introducción (Marsh et al. 1995, Roble-
do et al. 1998).
La fagocitosis en bivalvos marinos se considera dependiente de la temperatura. La
actividad fagocítica de los hemocitos de ostra y mejillón se inhibe in vitro a menos de 10 ºC
(Alvarez et al. 1989, Carballal et al. 1997a). Este resultado se ha corroborado in vivo para los
hemocitos de ostra (Chu y La Peyre 1993a). Los hemocitos sufren una considerable dismi-
nución en las actividades digestiva y migratoria a bajas temperaturas (Feng y Feng 1974),
así como una inhibición en la capacidad de adhesión (Robohm 1984). Esto afectaría, en
consecuencia, a la actividad fagocítica de los hemocitos. La fagocitosis de hemocitos pro-
cedentes de ostras infectadas por P. marinus es inhibida a temperaturas mayores de 20 ºC
(Chu y La Peyre 1993a), lo que está en concordancia con la mayor prevalencia del parásito
en verano. Este mismo estudio describe la estimulación de la actividad fagocítica cuando
la temperatura aumenta de 10 a 20 ºC, aunque de 15 a 20 ºC sólo se incrementa el índice
de fagocitosis permaneciendo aproximadamente constante la tasa de fagocitosis. Esto
contrasta con nuestros resultados, en los que ni la tasa ni el índice de fagocitosis variaron
entre las dos temperaturas ensayadas.
El tratamiento de los hemocitos de almeja con los PS de P. tapetis produjo una
inhibición de la fagocitosis mayor para V. tapetis que para las demás partículas probadas,
como mostramos por medio de la comparación entre las tasas estandarizadas de fagocito-
sis. También la actividad vibriocida de los hemocitos de ostra es inhibida por las proteasas
contenidas en los ECP de P. marinus (Tall et al. 1999). Nuestros resultados sugieren que los
animales infectados con Pseudoperkinsus pueden aumentar su susceptibilidad a infecciones
secundarias, ya que V. tapetis es el agente causal de la enfermedad del anillo marrón
(BRD) en algunas especies de almeja, entre ellas la almeja fina (Figueras et al. 1996). Nunca
se ha descrito V. tapetis infectando mejillones, lo que explica la falta de diferencias en este
molusco entre la inhibición de la fagocitosis de E. coli y la de V. tapetis.
Capítulo V. Efecto de los productos de secreción (PS) de Pseudoperkinsus tapetis en la fagocitosis
- 97 -
Los hemocitos control de mejillón mostraron una cinética de fagocitosis similar a la
descrita para los hemocitos de la almeja Mercenaria mercenaria (Tripp 1992a). La fase esta-
cionaria se alcanza en ambos casos en los primeros minutos tras la adición de las partícu-
las a los hemocitos. La tasa de fagocitosis de los hemocitos de almeja fina, en cambio, au-
menta más gradualmente en el tiempo, y no llega a la fase estacionaria hasta una hora
después de haber añadido el zimosán a los hemocitos.
Los hemocitos de almeja fagocitaron más partículas que los de mejillón en todos
los experimentos. Sin embargo, los hemocitos de mejillón producen radicales tóxicos de
oxígeno (ROIs) (Carballal et al. 1997a, Pipe 1992) y los de almeja no (López et al. 1994), por
lo que los primeros deberían presentar en principio una mayor respuesta celular que los
segundos. En este caso, por tanto, parece que la capacidad fagocítica no se corresponde
con la capacidad de emisión de ROIs.
La actividad enzimática más significativa de los PS de P. tapetis es la fosfatasa áci-
da. Como vimos en el apartado 2. a) de la Introducción, este enzima puede inhibir el esta-
llido respiratorio de los hemocitos de moluscos bivalvos (Anderson 1996b). De este modo,
la fosfatasa ácida interfiere con los mecanismos de destrucción dependientes de oxígeno
del hospedador y ayuda a la supervivencia del parásito (Hervio et al. 1991), quizá afectan-
do también a otras actividades hemocíticas asociadas al estallido respiratorio como es la
fagocitosis. Tanto la localización del enzima como las alteraciones que éste produce en el
sistema inmune del hospedador han sido descritas con anterioridad para otros parásitos,
como Leishmania sp. (Remaley et al. 1984), Bonamia ostreae (Hervio et al. 1991) o P. marinus
(Volety y Chu 1994b, 1996, 1997).
En resumen, los PS de Pseudoperkinsus tapetis tienen un claro efecto negativo sobre
los hemocitos de almeja y mejillón, al menos en su capacidad fagocítica in vitro. Estos re-
sultados sugieren la implicación de los productos secretados por el parásito en su meca-
nismo de virulencia, aunque son necesarios más estudios sobre la liberación de los PS in
vivo y su interacción con la respuesta inmune del hospedador.
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CAPÍTULO VI
CARACTERIZACIÓN Y FUNCIÓN DE LAS PROTEASAS SECRETADAS POR
Pseudoperkinsus tapetis EN CULTIVO
1. ANTECEDENTES
Los enzimas proteolíticos se encuentran en todo tipo de especies, desde virus hasta hu-
manos, y se dividen principalmente en cuatro tipos según los grupos químicos importan-
tes de su lugar activo: serina, metalo, tiol (cisteinil) y aspartil (carboxi) (Neurath 1989). Las
proteasas de los protozoos parásitos, sobre todo de los agentes causantes de enfermeda-
des humanas, se han estudiado en profundidad debido a su relevancia en el ciclo de vida
del parásito y en su patogenicidad. De hecho, las proteasas facilitan la invasión de los teji-
dos del hospedador, permiten la digestión de las proteínas del hospedador por parte de
los parásitos, les ayudan a evadir la respuesta inmune del hospedador, evitan la coagula-
ción de la sangre y están implicadas en la remodelación del parásito durante la transición
de un estadio morfológico a otro (McKerrow 1989, McKerrow et al. 1993). Concretamente,
como vimos en el Capítulo anterior, se ha demostrado que las proteasas secretadas por P.
marinus son responsables, al menos en parte, de la alteración de la respuesta inmune de la
ostra (Garreis et al. 1996); esto podría permitir el progreso de la enfermedad que final-
mente mata al molusco.
Por otra parte, se ha descrito la presencia de antiproteasas en el suero de numero-
sas especies de animales, incluyendo algunos moluscos (Armstrong y Quigley 1992, Ben-
der et al. 1992, Elsayed et al. 1999, Thogersen et al. 1992). La presencia de inhidores de
proteasas endógenos en el plasma es necesaria para el mantenimiento de la homeostasis
mediante la regulación de los enzimas proteolíticos de los tejidos (Potempa et al. 1994).
Además, las antiproteasas pueden constituir factores de defensa humoral. Por ejemplo, la
familia de los inhibidores de las proteasas serina, conocida como la superfamilia serpin,
está implicada en la protección de los insectos frente a las proteasas secretadas por orga-
nismos patógenos (Polanowski y Wilusz 1996). En particular, las ostras infectadas por P.
marinus poseen antiproteasas con actividad específica contra los ECP de este parásito (Fai-
sal et al. 1998, Oliver et al. 1999).
Las proteasas juegan un papel importante en el desarrollo del ciclo de vida de los
parásitos protozoos (Braun- Breton y Pereira da Silva 1988, McKerrow et al. 1993, Rosen-
thal et al. 1987). El desarrollo de Perkinsus se ha conseguido inhibir satisfactoriamente in
vitro con el péptido antimicrobiano polifemusina (Pierce et al. 1997), con quelantes de hie-
rro naturales (Gauthier y Vasta 1994) y con determinados agentes químicos orgánicos e
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inorgánicos entre los que se incluyen quimioterápicos habitualmente empleados para
controlar enfermedades parasitarias (Calvo y Burreson 1994, Krantz 1994, Ray 1966b). In
vivo, la cicloheximida prolonga la vida de las ostras infectadas por P. marinus (Calvo y
Burreson 1994, Ray 1966c). Recientemente, se ha comprobado que el antibiótico bacitraci-
na inhibe el crecimiento de P. marinus in vitro y reduce la intensidad de la infección in vivo
(Faisal et al. 1999b). Sin embargo, y a pesar del efecto negativo de las antiproteasas en la
supervivencia de los parásitos protozoos y en su capacidad infectiva, todavía no se ha
probado su efecto en la proliferación o infectividad de Perkinsus. Sería interesante, por
tanto, el desarrollo de experimentos in vitro e in vivo para llegar al diseño de efectivos
agentes quimioterápicos basados en antiproteasas al igual que se ha hecho para las en-
fermedades protozoarias de humanos schistosomiasis, malaria y amebiasis (Coombs y
Mottram 1997, McKerrow 1989).
Las proteasas presentes en los productos extracelulares de P. marinus se encuen-
tran bien caracterizadas, e incluso se ha llegado a su purificación mediante técnicas cro-
matográficas (Faisal et al. 1999a, Garreis et al. 1996, La Peyre et al. 1995a). En el presente
Capítulo concentraremos los sobrenadantes de los cultivos de Pseudoperkinsus tapetis, para
que los productos extracelulares (ECP) del parásito así obtenidos posean mayores con-
centraciones de proteasas que los productos de secreción (PS) usados en el Capítulo ante-
rior, y dichas proteasas sean más fáciles de estudiar. Así, determinaremos la clase, núme-
ro, peso molecular y condiciones óptimas de actuación de las proteasas de los ECP, lo que
permitirá la comparación de los factores de virulencia de P. tapetis y P. marinus. Asimis-
mo, estudiaremos la capacidad del suero de almeja fina para anular la actividad proteási-
ca de los ECP liberados por P. tapetis.
2. MATERIALES Y MÉTODOS
2. a) Obtención de los productos extracelulares (ECP) de P. tapetis
Los cultivos de P. tapetis se obtuvieron según lo descrito en el Capítulo III, aunque
sin la adición de suero fetal bovino al medio de cultivo para que éste se encontrara libre
de proteínas. Dichos cultivos se iniciaron con una concentración de 106 células/ ml. Cada
semana recogimos tres de los cultivos y calculamos su concentración de células viables
empleando rojo neutro al 0,005% y contando en una cámara de Neubauer. Las suspensio-
nes celulares se centrifugaron durante 10 min a 600 × g (4 ºC), y los sobrenadantes se fil-
traron a través de una membrana de 0,22 µm. Después, estos sobrenadantes se concentra-
ron 10 veces por medio de las columnas Centricon 10 (Amicon, Millipore), y se lavaron
con ASW 35‰ para eliminar el rojo fenol del medio de cultivo que podría interferir en
posteriores análisis. Los productos extracelulares (ECP) resultantes se alicuotaron y con-
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gelaron a -80 ºC hasta su uso. Seguimos el mismo procedimiento de concentración, lavado
y conservación con medio de cultivo fresco para que éste constituyera el control negativo
en los ensayos.
2. b) Concentración de proteínas de los ECP
La concentración de proteínas totales de los ECP de P. tapetis recogidos semanal-
mente y del medio de cultivo concentrado se midió espectrofotométricamente del mismo
modo que en el Capítulo II (apartado 2. d) se hizo con el suero. A partir de tres muestras,
medidas cada una de ellas por triplicado, calculamos la media y desviación estándar (SD).
2. c) Identificación de las proteínas de los ECP mediante SDS- PAGE
Los ECP obtenidos de cada semana y el medio de cultivo concentrado se analiza-
ron por electroforesis en gel de poliacrilamida- dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) con
ayuda de un aparato Mini- Protean II de Bio- Rad, empleando un  gel de separación
("running gel") al 10% y un  gel de concentración ("stacking gel") al 4%. Las muestras se
diluyeron 1: 2 en tampón de muestras desnaturalizante y se hirvieron durante 5 min antes
de ser cargadas en el gel. En él se incluyó también el patrón de peso molecular High Mo-
lecular Weight Calibration Kit (Pharmacia), que siguió el mismo proceso de desnaturali-
zación que las muestras. Todas las soluciones se prepararon siguiendo el sistema Tris-
glicina de Sambrook et al. (1989) (Apéndice). La electroforesis se llevó a cabo a 120 V y a
temperatura ambiente hasta que el azul de bromofenol contenido en el tampón de carga
hubo alcanzado el final del gel. Entonces se tiñó con plata y se secó en papel de celofán
(Apéndice).
2. d) Cuantificación de la actividad proteásica de los ECP
La actividad proteolítica de los ECP recogidos semanalmente y del medio de culti-
vo concentrado (control) se cuantificó mediante una ligera modificación de la técnica des-
crita por Bender et al. (1992). Brevemente, la muestra se diluyó 1: 5 en ASW 35‰ y se dis-
tribuyó en una placa de microtitulación de 96 pocillos, 50 µl/ pocillo, por triplicado.
Después se añadió a cada pocillo 100 µl de la solución substrato, preparada homogenei-
zando, lavando y resuspendiendo Hide Powder Azure (Sigma) en tampón (Tris base 150
mM, CaCl2 30 mM, 0,05% de Brij 35, 20% de sucrosa, pH 7,5) hasta una concentración final
del 2,7%. En los pocillos blancos se sustituyó la muestra por ASW 35‰. Tras 19 h de incu-
bación en agitación constante a 37 ºC, la reacción se paró añadiendo a cada pocillo 75 µl de
ASW 35‰ fría del hielo. La placa se centrifugó (20 min a 2.000 × g, 4 ºC) y se trasladaron
100 µl del sobrenadante a otra placa para medir su absorbancia a 570 nm. La concentra-
ción de proteasa se determinó por comparación con una curva patrón de tripsina prepa-
rada para cada ensayo, dando un valor de actividad equivalente a ng de enzima protea-
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sa/ ng de muestra. Finalmente, calculamos la media y desviación estándar de los valores
obtenidos para las tres muestras de ECP recogidas cada semana.
La sustitución del substrato azocaseína, empleado en el apartado 2. g) del Capítulo
anterior, por Hide Powder Azure, se debió a la mejor homogeneización de este último
producto y, por consiguiente, a la obtención de menores diferencias en las lecturas de ab-
sorbancias entre las réplicas de cada triplicado.
2. e) Identificación de las proteasas de los ECP mediante SDS- PAGE con gelatina como
substrato
Las muestras usadas en el ensayo anterior se sometieron a SDS- PAGE impregna-
do de substrato para determinar el número y peso molecular de sus enzimas proteolíticos.
Las condiciones generales de electroforesis fueron similares a las descritas previamente.
En este caso, sin embargo, el gel de separación contenía un 0,2% (w/ v) de gelatina, con-
centración y substrato sugerido por La Peyre et al. (1995a) en el caso de los ECP de Perkin-
sus marinus. Las muestras se diluyeron 1: 2 en tampón de muestra no desnaturalizante (sin
β- mercaptoetanol) y no se hirvieron antes de aplicarse al gel para que las proteasas
mantuvieran su actividad. Además, la electroforesis se llevó a cabo a 4 ºC con ese mismo
fin. Cuando el azul de bromofenol alcanzó el final del gel, éste se lavó tres veces durante
10 min y a 4 ºC en Triton X-100 al 2,5% para eliminar el dodecilsulfato de sodio (SDS) del
gel. La lisis de la gelatina se produjo durante la posterior incubación del gel en Tris- HCl
0,1 M, pH 7,5. Tras 19 h de incubación en dicho tampón a temperatura ambiente con agi-
tación constante, el gel se tiñó con azul de Coomassie (Apéndice) y se destiñó hasta dis-
tinguir las bandas claras localizadas donde las proteasas habían degradado las proteínas
del gel. Los pesos moleculares de las bandas se calcularon por comparación con el mismo
patrón empleado en el SDS-PAGE.
2. f) Identificación de proteasas mediante inhibidores sintéticos
La actividad proteásica de los ECP de P. tapetis se cuantificó en presencia de dis-
tintas concentraciones de los siguientes inhibidores de proteasas disponibles comercial-
mente (Sigma):
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Las soluciones stock de los inhibidores se prepararon en PBS (Apéndice) (E- 64 y EDTA) o
etanol (PMSF, pepstatina A y 1, 10- fenantrolina), y se diluyeron en PBS hasta la concen-
tración final deseada. Para determinar la cantidad de cada inhibidor usada en los ensayos
nos basamos en las concentraciones efectivas sugeridas por Beynon y Salvesen (1989).
Para las mediciones cuantitativas, los ECP obtenidos a las 5 semanas de cultivo se
incubaron con los inhibidores durante 30 min a temperatura ambiente antes de añadir la
solución substrato de Hide Powder Azure. Las concentraciones de los inhibidores proba-
das fueron las siguientes:
• PMSF: 10 y 40 mM
• EDTA: 20 y 40 mM
• 1, 10- fenantrolina: 10 y 40 mM
• E- 64: 10 y 40 µM
• Pepstatina A: 10 y 40 µM
• PMSF + EDTA: 10 mM + 20 mM y 40 mM + 40 mM, respectivamente.
Para determinar la posible influencia del etanol en la actividad proteasa, las muestras se
incubaron también con la máxima concentración de etanol usada con los inhibidores. Los
inhibidores se reemplazaron por PBS en el control (100% de actividad proteasa). El ensayo
prosiguió como especificamos previamente. Este experimento se repitió al menos dos ve-
ces.
Tipo de proteasa Inhibidor
serina fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
metalo ácido etil- enediaminotetracético (EDTA)
metalo 1, 10- fenantrolina
tiol (= cisteinil) L- trans- epoxisuccinil- leucilamida- (4- gua-
nidino)- butano (E- 64)
aspartil (= carboxi) pepstatina A
Capítulo VI. Caracterización y función de las proteasas secretadas por Pseudoperkinsus tapetis en cultivo
- 103 -
Las diferencias en actividad proteolítica entre bandas se detectaron mediante la técnica
descrita por La Peyre et al. (1995a) ligeramente modificada. En resumen, las proteínas de
los ECP procedentes de cultivos de 5 semanas de edad se separaron mediante SDS-PAGE
impregnado de gelatina. Las calles se cortaron, y cada tira se incubó con un inhibidor dis-
tinto en Tris 0,1 M durante 19 h a temperatura ambiente y con agitación constante. Las
tiras de gel se tiñeron entonces con azul de Coomassie y se compararon las intensidades
de las bandas claras con las de los controles, incubados en ausencia de inhibidores. Las
concentraciones de inhibidores que empleamos en este ensayo fueron más bajas que las
del experimento previo de identificación cuantitativa de las proteasas con Hide Powder
Azure. Esto se debe a que la inhibición de la actividad proteolítica resultó muy parecida
con las dos concentraciones de inhibidor probadas, y a que la mayoría de estos compues-
tos son altamente tóxicos. Por tanto, en este experimento decidimos usar las siguientes
concentraciones de inhibidor: 10 y 1 mM de PMSF, 20 y 10 mM de EDTA, 10 y 1 mM de 1,
10- fenantrolina, 10 y 1 µM de E- 64, 10 y 1 µM de pepstatina A. La combinación PMSF +
EDTA no se probó debido también a los resultados del ensayo anterior.
2. g) Efecto de las células de P. tapetis y sus ECP en la quimioluminiscencia (CL) de los
hemocitos de mejillón
 Los mejillones (Mytilus galloprovincialis) procedían de la Ría de Pontevedra (Gali-
cia), y se mantuvieron en los acuarios del mismo modo que las almejas en el apartado 2. a)
del Capítulo II. A través de un orificio practicado en la concha, se extrajo 1 ml de hemolin-
fa de cada animal con una jeringuilla de insulina. La hemolinfa procedente de cada tres
animales se agrupó y se mantuvo en hielo hasta su uso (menos de 15 minutos).
La generación de CL se midió en un contador de centelleo líquido (Tri- Carb 2500
TR Liquid Scintillation Analyzer, Packard) en el modo "out- of- coincidence". El contador
se programó en ciclos separados para medir secuencialmente períodos de 0,5 min a inter-
valos fijos durante aproximadamente 2,5 horas. La solución stock de luminol 10-1 M (5-
amino- 2,3- dihidro- 1,4- ftalazinediona, Sigma) se preparó en dimetil sulfóxido (DMSO)
justo antes de su uso. Los ensayos se realizaron en la oscuridad, debido a la fotosensibili-
dad del luminol, y a temperatura ambiente. La hemolinfa de mejillón agrupada se repar-
tió en viales de centelleo de plástico, 500 µl/ vial. Éstos permanecieron inmóviles a tempe-
ratura ambiente durante 30 min para permitir que las células sanguíneas se adhirieran a
las paredes del tubo y así reducir la CL de fondo debida al estrés de los hemocitos (An-
derson et al. 1995b). Entonces se añadieron a cada vial 500 µl del stock de luminol diluído
en ASW 35‰ y, en la mayoría de los experimentos, se midió la quimioluminiscencia basal
durante 3 ciclos. Finalmente se añadieron a cada vial 500 µl de estimulante, alcanzándose
así una concentración final de luminol de 10-4 M (concentración óptima para cuantificar la
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CL de los hemocitos de ostra según Bachère et al. 1991). La respuesta de CL al estímulo se
midió durante 10-15 ciclos, y los resultados se expresaron como recuentos por minuto
(cpm) o índice de estimulación (IE), IE = máximo valor de cpm de los hemocitos estimu-
lados/ máximo valor de cpm de los hemocitos control. Cada experimento se repitió al
menos dos veces, con dos grupos de hemolinfa cada vez, para comprobar la reproducibi-
lidad de los resultados.
• Experimento 1. Las células de P. tapetis en cultivo se centrifugaron y lavaron dos
veces en ASW 35‰. Después se prepararon suspensiones celulares de concentraciones
107, 106, 105, 104 y 103 células/ ml en ASW 35‰ y se añadieron a los viales como estímulo.
En los viales control se sustituyó la suspensión de Pseudoperkinsus por ASW 35‰.
• Experimento 2. Los hemocitos se incubaron durante 2,5 h a temperatura ambiente
con suspensiones de P. tapetis de las mismas concentraciones que antes. Después se aña-
dió el luminol y un estímulo particulado (zimosán A, 2 mg/ ml; Sigma), y se midió la CL
de los hemocitos. En los viales control se sustituyó P. tapetis por ASW 35‰. Para compro-
bar que la emisión de CL provenía sólo de los hemocitos, se midió este parámetro en un
vial en el que sólo había células de P. tapetis.
• Experimento 3. Para determinar el efecto de los productos extracelulares (ECP)
secretados por P. tapetis al medio de cultivo, se añadieron 50 µl de ECP a 500 µl de la sus-
pensión de zimosán (2 mg/ ml) que sería usada como estímulo. En el control positivo no
se añadió ECP al zimosán, y en el control negativo sólo se añadió ASW 35‰ a los hemo-
citos.
2. h) Actividad antiproteasa del suero de almeja fina
Las almejas finas, Ruditapes decussatus, procedían de la Ría de Pontevedra y se
mantuvieron en acuarios del modo detallado en el apartado anterior. Las conchas de las
almejas se agujerearon con ayuda de un torno y, a través del orificio, extrajimos 200 µl de
hemolinfa del músculo aductor con una jeringuilla de insulina. La hemolinfa se centrifugó
durante 5 min a 1.500 × g y el sobrenadante (suero) se mantuvo en hielo hasta su uso (me-
nos de 10 min).
Reunimos dos grupos de suero (cuatro almejas por grupo) para probar su activi-
dad antiproteasa con los ECP procedentes de dos cultivos distintos de P. tapetis. En una
placa de microtitulación de 96 pocillos se incubaron durante 30 min a temperatura am-
biente 10 µl de ECP con 40 µl de suero, por triplicado para cada muestra. Después se aña-
dieron 100 µl de Hide Powder Azure y se continuó el protocolo detallado anteriormente.
En los pocillos control sustituimos el suero de almeja por ASW 35‰.
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Para determinar la mínima concentración de suero con actividad antiproteasa, se hicieron
diluciones 1: 2  seriadas del suero de dos grupos diferentes (4 almejas por grupo) en ASW
35‰. Así, probamos el efecto de 40 a 1,75 µl de suero sobre la actividad proteasa de los
ECP de P. tapetis del mismo modo que describimos arriba. Los resultados se expresaron
como el porcentaje de inhibición producido por el suero (% inhibición = 100 - % actividad
proteasa).
2. i) Efecto del pH en la actividad proteasa de los ECP
El pH óptimo de actividad proteasa de los ECP se determinó mediante la incuba-
ción de 10 µl de ECP (recogido 5 semanas tras la inoculación de los cultivos) durante 30
min a temperatura ambiente y con agitación constante con los siguientes tampones: ace-
tato sódico 0,1 M (pHs 5,0 y 5,4), fosfato sódico 0,1 M (pHs 6,0,  6,4,  7,0,  7,4  y 8,0) y Tris
HCl 0,1 M (pHs 8,4,  9,0  y 9,4). Tras la incubación se añadió Hide Powder Azure, prepa-
rado a los pHs respectivos, y se realizó la incubación como antes. Finalmente, calculamos
la media y desviación estándar de las dos muestras de ECP medidas por triplicado, y los
resultados se expresaron como ng proteasa/ ml.
2. j) Análisis estadístico
Los datos de concentración de proteínas y proteasas se analizaron con la prueba t
de Student, y las diferencias se consideraron estadísticamente significativas a P< 0,05. El
porcentaje de actividad proteasa en el ensayo de los inhibidores se comparó con la prueba
no paramétrica Kolmogorov- Smirnov, y los datos se consideraron distintos significativa-
mente si la probabilidad de dos colas era < 0,001.
3. RESULTADOS
3. a) Densidad celular de los cultivos
El número de células viables de P. tapetis se dobló en las dos primeras semanas de
cultivo, desde la densidad de inóculo inicial (106 células/ ml) hasta 2,033 ± 0,025 × 106 cé-
lulas/ ml, que fue la densidad celular máxima alcanzada (Tabla 6.1). Entonces se llegó a la
fase estacionaria de crecimiento, en la que los cultivos mantuvieron aproximadamente la
misma concentración de parásitos viables, siendo ésta de 1,967 ± 0,125 × 106 células/ ml en
la quinta semana.
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Tabla 6.1. Número de Pseudoperkinsus tapetis viables en los cultivos, concentración de proteínas y actividad
proteásica de los ECP, y ng de proteasas producidas por célula. Los datos expuestos corresponden a cada
semana de recogida de ECP. Los resultados están expresados como media con desviación estándar (n = 3).
semana de
recogida de
los ECP
número de células
viables
(× 106 cél/ ml)
concentración de
proteínas (mg/ ml)
actividad
proteolítica
(ng/ ml)
ng proteasa/
célula
(× 10-5)
1 1,500 ± 0,216 0,186 ± 0,012 53,246 ± 19,111 3,587 ± 1,341
2 2,033 ± 0,205 0,245 ± 0,095 135,826 ± 26,739 7,183 ± 2,925
3 1,967 ± 0,205 0,205 ± 0,020 274,205 ± 38,795 15,390 ± 1,561
4 1,967 ± 0,125 0,182 ± 0,004 277,553 ± 39,040 15,656 ± 1,756
5 1,867 ± 0,094 0,216 ± 0,003 300,988 ± 40,718 17,849 ± 2,687
medio fresco 0,166 ± 0,010 0,000
3. b) Concentración de proteínas de los ECP
No encontramos diferencias significativas en la concentración de proteínas totales
entre los ECP obtenidos cada semana (P ≥ 0,05) (Tabla 6.1). El medio fresco mostró menor
concentración de proteínas que los ECP de cualquiera de las semanas.
3. c) Identificación de las proteínas de los ECP mediante SDS- PAGE
El SDS- PAGE teñido con plata reveló aproximadamente 23 bandas de proteínas
en los ECP de P. tapetis, mientras que la calle correspondiente al medio de cultivo concen-
trado no mostró ninguna banda (Fig. 6.1). A pesar de que la mayoría de las proteínas es-
taban presentes en los ECP de todas las semanas, pudimos distinguir algunas diferencias.
En la segunda semana aparecieron dos nuevas bandas de pesos moleculares (PM) 10 y 157
kDa que se mantuvieron hasta la última semana. Lo mismo sucedió con una proteína de
12 kDa que se detectó a partir de la tercera semana. En cambio, una banda cercana a los 64
kDa existente desde la primera semana de cultivo no estaba presente en los ECP de la
quinta semana.
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Figura 6.1 SDS- PAGE teñido con plata de los ECP de Pseudoperkinsus tapetis recogidos semanalmente
durante cinco semanas. Las calles 1-5 corresponden a ECP de la primera a la quinta semana. C: medio de
cultivo concentrado (control negativo). M: marcador de peso molecular. Las bandas de proteínas a y b apa-
recen en los ECP de la segunda semana, y la banda c en los ECP de la tercera semana. La banda de proteí-
nas d está presente desde la semana 1 hasta la cuatro, y desaparece en la semana 5.
3. d) Cuantificación de la actividad proteásica de los ECP
La concentración de proteasas de los ECP aumentó rápidamente con el tiempo
durante las tres primeras semanas de cultivo, de 53,246 ± 19,111 ng/ ml en la primera se-
mana a 274,205 ± 38,795 ng/ ml en la tercera semana (Tabla 6.1). Sin embargo, no hubo un
incremento significativo en la actividad proteasa de los ECP durante las dos últimas se-
manas de cultivo (P ≥ 0,05), a pesar de que el mayor valor de concentración de proteasa se
alcanzara en la quinta semana (300,988 ± 40,718 ng/ ml). La cantidad de proteasas media
secretada por cada célula de Pseudoperkinsus siguió el mismo patrón (Tabla 6.1). En el me-
dio de cultivo concentrado no se detectó actividad proteasa.
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3. e) Identificación de las proteasas de los ECP mediante SDS- PAGE con gelatina como
substrato
En la calle de los ECP recogidos en la primera semana de cultivo se detectó una
banda clara, correspondiente a una proteína con actividad proteolítica de 60 kDa (Fig. 6.2).
En la segunda semana aparecieron tres bandas más, con PM de 67, 29 y 23 kDa. Durante
la tercera semana se detectó una quinta banda de 96 kDa. En las restantes dos semanas de
cultivo no aparecieron nuevas bandas con actividad proteasa. El medio de cultivo con-
centrado no reveló bandas proteolíticas, corroborando así los resultados obtenidos en el
ensayo espectrofotométrico para la cuantificación de las proteasas.
3. f) Identificación de proteasas mediante inhibidores sintéticos
La actividad proteolítica de los ECP de P. tapetis se vio claramente reducida por el
inhibidor de las proteasas serina PMSF y el de las metaloproteasas EDTA (Tabla 6.2).
Ninguna de las concentraciones probadas de los inhibidores de las proteasas cisteinil y
aspartil, E- 64 y pepstatina A respectivamente, así como del inhibidor de las metalopro-
teasas 1, 10- fenantrolina, disminuyó la actividad de los ECP en comparación con el con-
trol. La combinación PMSF+ EDTA produjo la misma inhibición en la actividad proteasa
que cada compuesto por separado (probabilidad de dos colas ≥ 0,001). Por otra parte, la
Figura 6.2. SDS- PAGE con
substrato de los ECP de
Pseudoperkinsus tapetis
cultivado recogidos sema-
nalmente durante cinco
semanas. Las calles 1- 5
corresponden a ECP de la
primera a la quinta semana;
la calle 6 corresponde al
medio de cultivo concentra-
do (control negativo). A la
izquierda de la figura se
señalan los pesos molecu-
lares del marcador de peso
molecular (st).
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actividad proteolítica de los ECP resultó dependiente de la dosis de inhibidor, de manera
que las mayores concentraciones de PMSF, EDTA y PMSF+ EDTA redujeron la actividad
proteásica significativamente más que las menores concentraciones probadas (probabili-
dad de dos colas < 0,001). Estas diferencias, aunque significativas, fueron muy pequeñas.
La proteína más pesada (96 kDa) y la más ligera (23 kDa) con actividad proteinasa
disminuyeron claramente la intensidad de sus bandas cuando se trataron con EDTA 20
mM en comparación con el control (datos no mostrados). Los otros inhibidores, incluido
el PMSF, no tuvieron efecto en la intensidad de las bandas. La adición de etanol no afectó
a la actividad proteásica de los ECP ni en el ensayo de cuantificación ni en la intensidad
de bandas en el SDS- PAGE con substrato.
Tabla 6.2. Efecto de los inhibidores sintéticos en la actividad proteolítica de los ECP de Pseudoperkinsus
tapetis. Los resultados están expresados como media con desviación estándar (n = 3 excepto para la com-
binación PMSF + EDTA, en la que n = 2).
Tratamiento Actividad proteasa
Inhibidor de proteasa Concentración (% del control)
PMSF (serina) 40 mM 62,739 ± 2,360
10 mM 67,378 ± 0,907
1,10- fenantrolina (metalo) 40 mM 89,563 ± 2,654
10 mM 91,298 ± 3,386
EDTA (metalo) 40 mM 62,327 ± 3,665
20 mM 72,442 ± 3,630
E-64 (tiol) 40 µM 101,492 ± 6,744
10 µM 96,141 ± 8,279
Pepstatina A (aspartil) 40 µM 92,959 ± 0,502
10 µM 89,177 ± 8,379
PMSF + EDTA 40 mM + 40 mM 61,399 ± 1,664
10 mM + 20 mM 68,103 ± 2,469
Control (sin inhibidor) 100
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3. g) Efecto de las células de P. tapetis y sus ECP en la quimioluminiscencia (CL) de los
hemocitos de mejillón
Las células de P. tapetis no tuvieron efecto estimulante en la producción de CL  por
parte de los hemocitos de mejillón (M. galloprovincialis) (datos no mostrados). La CL esti-
mulada por zimosán tras 2,5 h de coincubación de los hemocitos con suspensiones celula-
res del parásito disminuyó a medida que la concentración de células de Pseudoperkinsus
aumentaba (Fig. 6.3). De hecho, el IE fue significativamente menor cuando los hemocitos
se trataron con 104 y 105 células/ ml (0,891 ± 0,042 y 0,890 ± 0,022) que con 103 células/ ml
(0,997 ± 0,041), y alcanzó los valores más bajos con 106 (0,239 ± 0,050) y 107 P. tapetis/ ml
(0,071 ± 0,004) (probabilidad de dos colas < 0,001). Las células parasitarias no mostraron
emisión de CL cuando se estimularon con zimosán. Los ECP de P. tapetis también inhibie-
ron la CL estimulada por zimosán (Fig. 6.4). La emisión de CL en los primeros 25 min tras
la adición del estímulo fue la misma en los hemocitos tratados con ECP que en aquellos a
los que no se había añadido ECP (control positivo). A partir de entonces, los valores de
cpm fueron siempre menores en los hemocitos incubados con ECP. En todos los casos, los
controles negativos (en los que el estímulo se sustituyó por ASW 35‰) no mostraron emi-
sión de CL.
Figura 6.3. Emisión de CL por los hemocitos
de mejillón incubados con distintas concen-
traciones de Pseudoperkinsus tapetis y esti-
mulados con zimosán. Los resultados se ex-
presan como índice de estimulación (IE)
medio de dos grupos de hemolinfa (tres meji-
llones por grupo) con desviación estándar.
Figura 6.4. Efecto inhibitorio de los productos
extracelulares (ECP) de Pseudoperkinsus
tapetis en la respuesta de CL estimulada por
zimosán (zim) de los hemocitos de mejillón.
Los resultados se expresan como CL media
(medida en cpm) de dos grupos de hemolinfa
(tres mejillones por grupo) con desviación
estándar.
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3. h) Actividad antiproteasa del suero de almeja fina
El porcentaje de actividad proteasa de los ECP de P. tapetis incubados con 40 µl de
suero de almeja fue de un 65,591 ± 1,623% respecto al 100% de actividad del control (sin
suero). La curva de actividad antiproteasa muestra que la inhibición de la actividad pro-
teolítica aumenta drásticamente con la cantidad de suero desde un 9,154 ± 0,890% con 1,75
µl de suero hasta un 21,696 ± 1,448%% con 5 µl de suero (Fig. 6.5). La fase estacionaria se
alcanza con 10 µl de suero (25,669  ± 0,778% de inhibición), de modo que la adición de
mayores cantidades de suero no produce una mayor inhibición de la actividad proteásica.
3. i) Efecto del pH en la actividad proteasa de los ECP
La actividad proteasa de los ECP de P. tapetis aumentó con el pH como se muestra
en la Tabla 6.3. Este incremento de actividad no es progresivo, sino que sufre bruscos au-
mentos principalmente en tres cambios de pH: de pH 7 a pH 7,4, de pH 7,4 a 8 y de pH 9 a
9,4. No se llegó a alcanzar el límite superior de pH al cual la actividad proteásica dejaba
de aumentar.
pH concentración de
proteasa (ng/ ml)
pH concentración de
proteasa (ng/ ml)
5 0,028 ± 0,006 7,4 8,003 ± 2,050
5,4 0,080 ± 0,030 8 542,104 ± 387,774
6 0,033 ± 0,005 8,4 534,196 ± 361,533
6,4 0,027 ± 0,003 9 616,574 ± 23,059
7 0,145 ± 0,019 9,4 3017,975 ± 558,103
Figura 6.5. Efecto inhibitorio de dis-
tintas cantidades de suero de almeja
fina sobre la actividad proteásica de
los ECP de Pseudoperkinsus tapetis.
Los resultados se expresan como
media con desviación estándar (n =
2).
Tabla 6.3. Actividad
proteasa de los ECP de
Pseudoperkinsus tapetis
a diferentes pHs. Los
resultados están expre-
sados como media con
desviación estándar (n =
2).
 
0 
10 
20 
30 
%
 in
hi
bi
ci
ón
 
0 1,75 2,5 5 10 20 40 
µl de suero de almeja 
Capítulo VI. Caracterización y función de las proteasas secretadas por Pseudoperkinsus tapetis en cultivo
- 112 -
4. DISCUSIÓN
La secreción de enzimas líticos destructores de los tejidos del hospedador ya fue sugerida
para Perkinsus marinus pocos años después de su descripción (Ray 1954). Sin embargo, no
se realizaron estudios sobre los productos extracelulares de este parásito en los siguientes
cuarenta años. Recientemente, se ha demostrado que los productos de secreción de P. ma-
rinus modulan la respuesta inmune de la ostra in vitro y aumentan la intensidad de la in-
fección in vivo (Anderson 1999a, Garreis et al. 1996, La Peyre et al. 1996). Por otra parte,
como vimos en el Capítulo anterior, la respuesta celular de la almeja fina resulta inhibida
por los productos secretados por Pseudoperkinsus tapetis cultivado in vitro. Al igual que
sucede con P. marinus (La Peyre et al. 1995a), estos productos poseen actividad proteasa.
Los cultivos de P. tapetis de los que obtuvimos los ECP mantuvieron unas condi-
ciones de crecimiento óptimas durante las cinco semanas en las que recogimos los sobre-
nadantes, puesto que la densidad de células viables no disminuyó en ningún momento.
Por tanto, estos ECP no contienen proteínas derivadas del estrés, sino productos de secre-
ción habituales durante el crecimiento in vitro. Sin embargo, la tasa de crecimiento del
parásito resultó baja comparada con la de este mismo aislado cultivado en el medio habi-
tual (Capítulo III). La falta de FBS en el medio de cultivo libre de proteínas que emplea-
mos en el presente Capítulo es posiblemente la causa de la ralentización en el crecimiento.
De hecho, el crecimiento de P. marinus también es menor en medio JL-ODRP-1 deficiente
de proteínas que en el estándar (La Peyre y Faisal 1996), a pesar de lo que aumenta 25
veces su densidad celular durante la primera semana de cultivo en estas condiciones
subóptimas (La Peyre et al. 1995a).
Nuestro aislado de P. tapetis libera cantidades detectables de proteínas tan solo tres
días después de la inoculación de un nuevo cultivo (Capítulo V). De hecho, la concentra-
ción de proteínas de los ECP aumentó solamente durante la primera semana de cultivo, y
la mayoría de las bandas detectadas por SDS- PAGE ya estaban presentes en los ECP de la
primera semana. Estos resultados coinciden con los descritos para los ECP de P. marinus
(La Peyre et al. 1995a). Sin embargo, los tamaños y el orden de aparición de las proteínas
que no estaban presentes todas las semanas difieren en gran medida entre los dos orga-
nismos. Particularmente, en los ECP de P. tapetis se detecta una proteína de 157 kDa a
partir de la segunda semana de cultivo, mientras que una proteína de similar PM sólo está
presente en los ECP de P. marinus procedentes de la primera semana de cultivo (La Peyre
et al. 1995a). Estas diferencias en el perfil electroforético de proteínas también son eviden-
tes en los perfiles de proteasas de ambas especies, que resultaron totalmente distintos en
número y tamaño de enzimas proteolíticos (La Peyre et al. 1995a).
Los PM de las nuevas bandas que aparecían en el SDS- PAGE no se correspondían
con los de las proteasas que aparecían en el SDS- PAGE con substrato. El SDS del gel des-
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naturaliza las proteasas, y éstas recuperan su actividad cuando el detergente se difunde
fuera del gel (Lacks y Springhorn 1980). Puesto que el tratamiento con Triton-X había eli-
minado el SDS del gel de gelatina y las muestras se habían resuspendido en tampón sin β-
mercaptoetanol, las proteínas del SDS- PAGE con substrato no estaban desnaturalizadas.
Por eso mantuvieron la actividad proteolítica que degradó la gelatina del gel dando lugar
a las bandas claras. La tasa de migración de estas proteínas no desnaturalizadas es proba-
blemente distinta a la de las contenidas en el SDS- PAGE, tratadas con β- mercaptoetanol
y detergente. Esto explicaría la falta de correlación en la aparición de nuevas bandas entre
ambos geles.
La identificación de las proteasas presentes en los ECP de P. tapetis mediante inhi-
bidores sintéticos, así como el pH óptimo de actividad de estas proteasas, confirmaron la
diferencia entre los productos de secreción de P. marinus y nuestro aislado. El inhibidor de
las proteasas serina PMSF inhibe totalmente la actividad de los ECP de P. marinus (La Pe-
yre et al. 1995a). En cambio, en el caso de nuestro aislado de P. tapetis se produjo una inhi-
bición parcial por PMSF y EDTA. La actividad de ciertas proteasas serina depende de los
cationes Ca2+ y Mg2+ (Bakas et al. 1998, Barale et al. 1999, Meckelein et al. 1998, Romisch et
al. 2000). El hecho de que la actividad proteolítica de los ECP de P. tapetis se inhiba en una
proporción similar por EDTA y PMSF, y no resulte afectada por el inhibidor típico de las
metaloproteasas 1, 10- fenantrolina, sugiere que la inhibición observada se debe al efecto
quelante del EDTA sobre el Ca2+ requerido por las proteasas serina, y no a la presencia de
metaloproteasas. La presencia de proteasas serina dependientes de Ca2+ en los ECP tam-
bién explicaría la prácticamente exacta disminución en actividad proteásica de los ECP
producida por PMSF y EDTA por separado y por la combinación de ambos inhibidores.
Los efectos no se suman porque ambos compuestos afectan a las mismas proteasas serina.
Puesto que la actividad proteolítica de los ECP de P. marinus no resulta inhibida por el
EDTA (La Peyre et al. 1995a), sus proteasas serina son probablemente distintas a las de P.
tapetis. Por otra parte, también podría ser posible la presencia de cantidades pequeñas de
proteasas aspartil en los ECP de P. tapetis puesto que la actividad de dichos ECP tratados
con pepstatina A no fue del 100%. Esto explicaría parte de la actividad proteasa no inhibi-
da por PMSF o EDTA.
En lo que respecta al pH óptimo, las proteasas de los ECP de P. tapetis parecen ser extre-
madamente alcalofílicas, puesto que la actividad proteolítica total de estos ECP aumenta
dramáticamente con el aumento de pH. En general, el pH óptimo de las proteasas serina
se encuentra en el rango de neutro a alcalino (McKerrow et al. 1993), pero la liberación de
proteasas tan extremadamente basófilas es más común en bacterias que en protozoos
(Jang et al. 1996, Yamagata e Ichishima 1995). Aunque la actividad proteásica de los ECP
de P. marinus es estable a pHs muy alcalinos (La Peyre et al. 1995a), su pH óptimo es me-
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nor que el de las proteasas de los ECP de P. tapetis (Faisal et al. 1999a, La Peyre et al.
1995a).
Las proteasas serina están implicadas en el desarrollo del ciclo de vida de los pro-
tozoos así como en la invasión de las células sanguíneas (Braun- Breton y Pereira da Silva
1988, Rosenthal et al. 1987). Además, pueden resultar letales para los peces, como se de-
mostró en el caso de los productos secretados por Aeromonas hydrophila (Rodríguez et al.
1992). Dada la patogenicidad de este tipo de proteasas, es posible que aquéllas secretadas
in vitro por P. tapetis tengan la capacidad de disminuir la actividad fagocítica de los hemo-
citos de mejillón, lo que se corresponde con los resultados obtenidos en el Capítulo V, y,
en consecuencia, inhiban la emisión de CL. De hecho, las proteasas purificadas de los
productos de secreción de P. marinus, presumiblemente de la clase serina (La Peyre et al.
1995a), disminuyen la movilidad de los hemocitos de ostra y afectan a otros parámetros
inmunes del hospedador, como son la actividad de la lisozima y el título de hemaglutina-
ción (Garreis et al. 1996). Además, los ECP de P. marinus, que contienen estas proteasas
serina, degradan ciertas proteínas del suero del hospedador (Oliver et al. 1999) y favore-
cen la infección in vivo (La Peyre et al. 1996).
Los parásitos pueden secretar otros enzimas, además de los proteolíticos, que con-
dicionen los mecanismos de defensa celulares de los moluscos bivalvos. Es el caso de la
fosfatasa ácida, producida por P. tapetis in vitro en elevadas concentraciones (Capítulo V,
apartado 3. d) e implicada en la inhibición del estallido respiratorio (apartado 2. a de la
Introducción y Discusión del Capítulo V). Los hemocitos de almeja fina carecen de esta
actividad (López et al. 1994, resultados propios no publicados). Por eso hemos empleado
hemocitos de mejillón (Mytilus galloprovincialis), que sí producen ROIs (Torreilles et al.
1997), como modelo para estudiar el efecto de los ECP de P. tapetis sobre el estallido respi-
ratorio, medido como emisión de CL, de los moluscos bivalvos.
Las células muertas de P. marinus, contrariamente a lo que sucede con las células
vivas, no tienen un efecto negativo sobre la respuesta quimioluminiscente de los hemoci-
tos de los moluscos bivalvos (Anderson 1999a, b, La Peyre et al. 1995c, Volety y Chu 1995).
Esto demuestra que, al igual que las bacterias (Introducción, apartado 2. a), estos patóge-
nos son capaces de anular activamente los ROIs. Tanto la falta de estimulación de la CL
por las células de P. tapetis como la inhibición de la CL estimulada por zimosán de los
hemocitos tratados con elevadas concentraciones de células de P. tapetis y con sus ECP
podría ser debida a la fosfatasa ácida secretada por el parásito (Capítulo V). Las células de
nuestro aislado de Pseudoperkinsus habían sido lavadas antes de añadirse a los hemocitos
para eliminar los productos secretados al medio. Sin embargo, estas células pudieron ha-
ber liberado la fosfatasa ácida durante el tiempo de medición de la CL o durante su incu-
bación con los hemocitos. De hecho, como vimos en el Capítulo anterior, este enzima se
secreta tan rápidamente que alcanza concentraciones elevadas tan solo tres días después
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de la renovación del medio. Por otra parte, para obtener los ECP concentramos diez veces
el sobrenadante de los cultivos, por lo que podríamos asumir que el contenido en fosfata-
sa ácida de estos ECP es diez veces mayor que en los PS caracterizados en el Capítulo V.
Esto explica la fuerte disminución de la CL causada por una pequeña cantidad de ECP. En
resumen, la inhibición de la emisión de CL en los hemocitos tratados con ECP de P. tapetis
puede deberse tanto a las proteasas (afectarían directamente al hemocito) como a la fos-
fatasa ácida (anularía los ROIs) presentes en dichos productos de secreción.
Como vimos en la sección de Antecedentes, las antiproteasas del suero de los mo-
luscos pueden desempeñar un papel importante en la defensa del hospedador frente a la
invasión parasitaria. Por ejemplo, la entrada de los parásitos protozoos en las células del
hospedador se ve reducida por los inhibidores de proteasas de todo tipo (Fuller y
McDougald 1990). Se ha descrito recientemente la presencia de antiproteasas en el suero
de algunos moluscos bivalvos, como almeja americana y ostra (Elsayed et al. 1999, Faisal et
al. 1998, Oliver et al. 1999). En particular, existe una producción específica de antiproteasas
contra los ECP de Perkinsus marinus en ostras infectadas por el parásito (Faisal et al. 1998,
Oliver et al. 1999), lo que podría interpretarse como una reacción defensiva humoral. En
almeja fina, se ha demostrado la producción específica de proteínas por los hemocitos
como respuesta defensiva frente a P. atlanticus (Montes et al. 1996, 1997). Estas proteínas
constituyen la cápsula en la que se incluyen las células parasitarias. A pesar de que hemos
demostrado que la almeja fina posee antiproteasas contra los ECP de P. tapetis, todavía no
se ha comprobado su grado de especificidad.
En conclusión, las proteasas secretadas por P. tapetis en cultivo son muy ditintas de
las de P. marinus, aunque parecen tener similares efectos inhibidores de los mecanismos
de defensa del hospedador. Por su parte, la almeja fina presenta una clara actividad anti-
proteasa frente a los ECP de P. tapetis cultivado, lo que supone una respuesta defensiva
más a la infección por el parásito.
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• Las hipnosporas presentes en las branquias de almeja fina, babosa y japonesa incubadas
en medio fluido tioglicolato de Ray (RFTM) y teñidas con yodo de Lugol muestran las
características propias de Perkinsus.
• Los trofozoítos y tomontes de Perkinsus sp. invaden todos los tejidos de las tres especies
de almeja estudiadas. La reacción del hospedador frente a Perkinsus sp. consiste en la
encapsulación, fagocitosis e infiltración hemocitaria.
• La parasitación por Perkinsus sp. condiciona el estado del sistema inmune de la almeja
fina. Los individuos infectados muestran una menor tasa de fagocitosis, concentración de
hemocitos y actividad bactericida del suero, y una mayor capacidad aglutinante y
concentraciones de lisozima y proteínas del suero, que los no infectados.
• El parásito aislado a partir de almejas procedentes de un área endémica para Perkinsus
sp. y cultivado in vitro presenta una morfología similar a la de otras especies del género
Perkinsus. La tasa de crecimiento de nuestro aislado en cultivo es elevada, y el parásito
puede congelarse sin pérdida de viabilidad. Sin embargo, el parásito cultivado carece de
capacidad infectiva.
• El aislado en cultivo es molecularmente muy distinto de las especies incluidas en el
género Perkinsus, y está relacionado filogenéticamente con el grupo de los DRIP o
Mesomycetozoa, situado en la divergencia entre los animales y los hongos.
• El parásito aislado de almeja fina de Galicia y cultivado in vitro constituye una nueva
especie de protozoo a la que denominamos Pseudoperkinsus tapetis, incluida en el grupo de
los DRIP o Mesomycetozoa.
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• Las almejas finas de Campelo se encuentran parasitadas tanto por Perkinsus atlanticus
como por Pseudoperkinsus tapetis, y ambos patógenos se diagnostican indistintamente por
RFTM. Por tanto, esta técnica no es específica para el género Perkinsus.
• Los productos de secreción de Pseudoperkinsus tapetis cultivado inhiben in vitro la
actividad fagocítica de los hemocitos de almeja y de mejillón. Los responsables de la
inhibición de la fagocitosis pueden ser la fosfatasa ácida o las proteasas presentes en
dichos productos de secreción.
• Las proteasas secretadas por Pseudoperkinsus tapetis in vitro son en su mayoría de la clase
serina dependientes de Ca2+, y su pH óptimo de actuación es extremadamente alcalofílico.
• El suero de la almeja fina muestra una fuerte actividad inhibidora de las proteasas
secretadas por P. tapetis in vitro. Esto puede suponer una respuesta defensiva del
hospedador a la infección por el parásito.
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APÉNDICE
A. MICROSCOPÍA ÓPTICA
1. Fijación (Shaw y Battle 1957)
Sumergir los tejidos durante 24 h en solución fijadora de Davidson, con una
relación entre volumen de muestra y de solución fijadora de 1: 5. A continuación tras-
ladar los tejidos a solución conservante, donde permanecerán hasta su deshidratación e
inclusión.
• Solución conservante
glicerina 400 ml
formol 800 ml
alcohol 95% 1200 ml
agua de mar filtrada 1200 ml
• Solución fijadora de Davidson
Mezclar 9 partes de solución conservante con una parte de ácido acético.
2. Deshidratación e inclusión en parafina
Utilizamos un histoquinete Reichert-Jung con los siguientes tiempos y solucio-
nes:
Solución Tiempo (horas)
alcohol 70º 1
alcohol 96º 2
alcohol 96º 2
alcohol 100º 2
alcohol 100º 2
etanol-benceno 1: 1 3
benceno 2
benceno 2
benceno-parafina 1: 1 3
parafina 2
parafina 2
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3. Tinción
1º) Antes de teñir es necesario eliminar la parafina para que puedan penetrar
los colorantes. El desparafinado se realiza mediane 3  baños de xileno de 5 min cada
uno a 30-35 ºC.
2º) Después se realiza la rehidratación:
3º) Por último se lleva a cabo la tinción, en nuestro caso con hematoxilina-
eosina. Los tiempos de tinción y la composición de las soluciones empleadas se mues-
tran a continuación:
• Alcohol ácido
etanol 70% 99 ml
ácido clorhídrico 1 ml
• Eosina amarillenta
eosina 0,2 g
etanol 100% 25 ml
agua destilada 75 ml
Justo antes de usar se añade una gota de ácido clorhídrico por cada 200 ml.
Solución Tiempo (minutos)
etanol 100% 5
etanol 100% 5
etanol 96% 5
etanol 10% 5
agua destilada 5
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• Tiempos de tinción
4. Montaje
Después de la tinción y deshidratación, las preparaciones se lavan con 2 baños
de 5 min de xileno. El montaje del cubreobjetos se realiza con una resina sintética
(Permount) y se deja secar a temperatura ambiente antes de su observación al micros-
copio.
B. TAMPÓN PBS 10×
NaCl 80 g
KCl 2 g
NaHPO4 11,5 g
KH2PO4 2g
Llevar a 1 l con agua destilada y esterilizar en el autoclave.
C. TINCIONES EMPLEADAS EN MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN
(Hunter 1993)
• Azul de toluidina
azul de toluidina 10 g
borato sódico (bórax) 10 g
agua destilada 1 l
Filtrar y almacenar hasta su uso. Esta tinción mejora con el tiempo.
Solución Tiempo (min)
Hematoxilina de Harris 8
agua destilada 2
alcohol ácido 1 lavado
agua corriente 5
agua destilada 3
etanol 95% 3
eosina amarillenta 3
etanol 95% 6 lavados
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• Acetato de uranilo
acetato de uranilo 0,6 g
etanol al 30% 20 ml
Filtrar y almacenar en una botella ámbar en la oscuridad. Dura de una a tres semanas.
• Citrato de plomo
nitrato de plomo 1,33 g
citrato sódico 1,76 g
agua destilada 30 ml
Agitar durante 30 min para asegurar la conversión a citrato de plomo. Después añadir
8 ml de sosa 1 N y completar hasta 50 ml con agua destilada, mezclando por inversión.
Esta solución no se puede mover, y dura hasta que toma un color lechoso (alrededor de
1 mes).
D. RESOLUCIÓN DE LOS PRODUCTOS DE PCR MEDIANTE ELECTROFORESIS
• Gel de agarosa al 1%
agarosa 1 g
TBE x1 100 ml
Llevar a ebullición hasta la agarosa esté perfectamente disuelta.
• Tampón TBE 10× (Tris-borato 1 M, EDTA 0,02 M)
Tris base 108 g
ácido bórico 55 g
EDTA 8,3 g
Ajustar el pH a 8,3, filtrar por 0,2 µm y guardar a 4 ºC. Para usarlo se diluye 1: 10 en
agua destilada. Desechar al cabo de 1 mes.
• Tampón de muestra (0,25% de azul de bromofenol, 30% de glicerol)
azul de bromofenol 0,25 g
glicerol 30 ml
Llevar a 100 ml con agua destilada y conservar a 4 ºC. La muestra de PCR (8 µl) se
mezcla con este tampón ( 2 µl) para ser cargada en el gel de agarosa.
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• Solución de bromuro de etidio (10 mg/ ml)
Para preparar el stock, disolver 1 g de bromuro de etidio en 100 ml de agua
destilada y almacenar en la oscuridad a temperatura ambiente. Para teñir el gel, se di-
luye una gota del stock en 100 ml de agua corriente y se sumerge el gel en dicha solu-
ción durante unos minutos. Por último se observa el gel en un transiluminador de luz
ultravioleta.
E. SDS-PAGE (Sambrook et al. 1989)
Protocolo
• Lavar y montar los cristales siguiendo las instrucciones del Mini-Protean II.
• Llenar hasta 1 cm por debajo de la línea de los pocillos con el gel de separa-
ción y llenar hasta arriba con isopropanol
• Dejar polimerizando a temperatura ambiente 30 minutos.
• Eliminar el isopropanol por volcado, lavar con agua destilada y rellenar con
"separation gel overlay".
• Dejar toda la noche en la nevera, en un recipiente tapado con agua en el fon-
do.
• Al día siguiente, eliminar el "separation gel overlay", rellenar con el gel de
concentración y poner el peine.
• Dejar polimerizando a temperatura ambiente 2 horas.
• Quitar el peine, montar el gel en la cubeta llena de "running buffer", cargar las
muestras diluídas en el tampón correspondiente y correr al voltaje deseado.
• Desmontar el gel y teñir con azul de Coomassie o con plata.
Soluciones
Gel de separación al 10%
agua destilada 4,85 ml
acrilamida al 40% 2,5 ml
Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8 2,5 ml
SDS al 10% 100 µl
TEMED 5 µl
APS al 10% 50 µl
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Gel de concentración al 4%
agua destilada 6,4 ml
acrilamida al 40% 0,975 ml
Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 2,5 ml
SDS al 10% 100 µl
TEMED 5 µl
APS al 10% 50 µl
"Separation gel overlay"
agua destilada 7,4 ml
tampón Tris-HCl, pH 8,8 2,5 ml
SDS al 10% 100 µl
"Running buffer" 5 ×
Tris 45 g
glicina 216 g
SDS 15 g
agua destilada 3 l
No ajustar el pH y guardar a 4 ºC. Para hacer "running buffer" 1 : 300 ml del
stock más 1,2 l de agua destilada.
Tampón de muestras desnaturalizante
agua destilada 4 ml
Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 1 ml
glicerol 0,8 ml
SDS al 10% 1,6 ml
β- mercaptoetanol 0,4 ml
azul de bromofenol 0,04 g
Para que sea no desnaturalizante, sustituir el β-mercaptoetanol por agua desti-
lada.
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F. TINCIÓN DE PLATA PARA SDS-PAGE
Proceso Solución Tiempo
Fijación metanol 50%, ácido acético 12%, 0,05% for-
mol
> 1 h
Lavado etanol 50% 3 × 20 min
Pretratamiento Na2S2O3×  5 H2O 0,02% (w/ v) 1 min
Lavado agua destilada 3 ×  20 seg
Tinción AgNO3 0,2% (w/ v), formol 0,075% 20 min
Lavado agua destilada 2 ×  20 seg
Revelado Na2CO3 6% (w/ v), formol 0,05%, Na2S2O3 ×
5 H2O 0,0004% (w/ v)
10 min
Lavado agua destilada 2 ×  2 min
Detención de la reac-
ción
metanol 50%, ácido acético 12% 10 min
Lavado metanol 50% > 20 min
G. AZUL DE COOMASSIE (para SDS-PAGE impregnado de substrato)
Coomassie Blue 1 g
metanol 400 ml
ácido acético 100 ml
agua destilada 500 ml
Filtrar a través de papel Whatman y conservar a temperatura ambiente. Puede reutili-
zarse. La solución desteñidora tiene la misma composición exceptuando el Coomassie
Blue.
